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Побудована тривимірна модель субфрагменту 51 міозину П скелетних м'язів кроля у пост-рігорній конформації. В якості 
шаблону застосовували файл з Протеїн дата банку 2туз, що є кристалографічною структурою голівки міозину П скелетних 
м'язів курчати. В каталітичний центр моделі розміщено Мг АТФ. За допомогою пакету програм Стотасв 4.0.7 у часовому 
інтервалі 7 нс здійснено моделювання молекулярної динаміки субфрагменту 51 міозину П з нативними залишками цистеїну 
та з залишками цистеїну окисненими до цистеїнової кислоти. Встановлено, що окиснений міозин має більшу конформаційну 
рухливість, ніж нативний. Проаналізовано вплив окиснення окремих залишків цистеїну на конформаційну рухливість 


субфрагменту 51 міозину. 


Ключові слова: міозин П, скелетні м'язи, огусіоіаєйя сипісшиѕ, моделювання за гомологією, моделювання молекулярної 


динаміки, окиснення, тіольні групи. 


ВСТУП 


Значна кількість м'язових патологій, таких як 
алкогольна міопатія, м'язові травми, деякі форми 
м'язових дистрофій, викликають активацію 
вільнорадикального окиснення. Вільні радикали, 
окрім участі в регуляції запальної відповіді, через 
свою високу патогенну активність можуть 
безпосередньо пошкоджувати м'язові волокна та 
м'язові білки. Було показано, що вільнорадикальне 
окиснення впливає на фунціонування мязів, основою 
чого є модифікація скоротливих білків [1 - 3]. Однак 
детальний механізм впливу окиснення міозину на 
його функціональні характеристики і скоротливу 
здатність залишається остаточно не вивчений. Тому 
ціллю даної роботи було з'ясувати вплив окиснення 
залишків цистеїну у субфрагменті 51 міозину 
скелетних м'язів | ссавців на | конформаційну 
рухливість міозину. 

Оскільки прямі експериментальні методи поки що 
не дозволяють безпосередньо прослідкувати вплив 
окиснення окремих амінокислотних залишків білка на 
його конформацію та рухливість у водному розчині, в 
нашій роботі використовували метод комп'ютерного 
моделювання молекулярної динаміки у пакеті 
програм Ототасѕ 4.0.7 [4]. На даний час не 
закристалізовано голівки міозину П ссавців. Тому на 
першому етапі роботи була побудова тривимірна 


модель субфрагменту 51 міозину П скелетних м'язів 
кроля. З усіх закристалізованих білків найбільш 
гомологічним до міозину П скелетних м'язів кроля є 
міозин П скелетних м'язів курчати: 93% подібності та 
87 % ідентичності відповідно алгоритму ВГАЗТ 
рерг//іаві пері піт пі. єоу/Віазі. сві . Міозин П скелет- 
них м'язів кроля має всього дві вставки відносно 
міозину П скелетних м'язів курчати: А1а629 та 5ег637. 
Тому для побудови моделі міозину П кроля в якості 
шаблону використовували файл з Протеїн дата банку 
(РОВ) 2тув [5], що є тривимірною кристало- 
графічною структурою голівки міозину П скелетних 
м'язів курчати. 

В субфрагменті 51 традиційно виділяють [6,7] № 
кінцевий субдомен (в нашому випадку Мей(1-Сіп28, 
І у884-Пе199, Н15670-Суз699), субдомен 5Н3 (Пуз36- 
Рһе78), верхній субдомен вагою 50 кДа, скорочено 
«верхній субдомен 50К» (1еи218-Аѕр463, С10605- 
Рһеб21), нижній субдомен 50К (1ец475-1 у5600, 
3егб52-Геи666) та конвертерний домен (5ег715- 
І са 785) (рис. 1). Інколи субдомен 5Н3 розглядають як 
частину М-кінцевого субдомену [6]. Крім власне 
субдоменів розглядають також з'єднувачі між ними 
[6]. Так, М-кінцевий субдомен та верхній субдомен 
50К з'єднує петля 1 (АЇа200-ТЬг217), верхній та 
нижній субдомени 50К з'єднують петля 2 (1е0622- 
Уа1651), так звана підпірка (А5р601-Авп604) та 
перемикач 2 (Пе464-5ет474). М-кінцевий субдомен та 


конвертерний домен з'єднує а-сшраль 5НІ (І. ги703- 
Ате710). Центральною частиною голівки міозину є В- 
складчастиїй шар з сьоми В-тяжів (1 - Пе115-Тћг117, 
2 - Суѕ123-Аѕп127, 3 - Ні5670-Іецб77, 4 - Аѕп172- 
Тһг178, 5 - Туг457-Авр463, 6 - С1у247-61у255, 7 - 
Гуз259-Туг268). Перші 4 В-тяж! відносять до М- 
кінцевого субдомену, останні три - до верхнього 
субдомену 50К. У зв'язуванні АТФ та його гідролізі 
беруть участь петля Р (СІу179-І у5185), перемикач 1 
(Сіу233-Рһе246) 1 перемикач 2. Хімічна енергія 
гідролізу АТФ передається у механічну роботу руху 
міозину через перемикач 2, релейну спіраль (1е0475- 
СТи506) та конвертерний домен. За зв'язування з 
актином відповідають петля кардіоміопатії (Суѕ402- 
Аѕп418), петля 4 (Ме1364-С11381) та петля 2. Зв'язок 
між АТФ-зв’язуючим та актин-зв'язуючим сайтами 
здійснюється за допомогою спіралей НО (Уа1419- 
011448), № (5ег652-Ате667) 1 НВ (Пе532-Суз540). 
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Рис. 1. Субдоменна будова субфрагменту 51 міозину П 
скелетних м'язів кроля. 


У субфрагменті 51 міозину 2 скелетних м'язів 
кроля є 10 залишків цистеїну. Су538 знаходиться в 
субдомені 5Н3, Суѕ123 та 676 - на другому і третьому 
В-тяжах центрального В-складчастого шару, Суѕ402 1 
403 - на петлі кардіоміопатії, Суѕ479 — на М-кінці 
релейної спіралі, Суѕ522 - на спіралі 516-527 за 
релейною петлею, Суѕ540 - на спіралі НЕ (Пе532- 
Су5540), Суз699 - на С-кінці спіралі 5Н2 (Н18690- 
Суз699) перед спіраллю ЅНІ, Суѕ709 – на спіралі ЅНІ. 


МАТЕРІАЛИ І МЕТОДИ 
Для побудови модел міозину П кроля 
використовували сервер Ум/185-Моаеі [8] 


Һкр://ѕ%уіѕѕтойе1.ехраѕу.ого/. До М кінця моделі 
добудовували три амінокислотні залишки: Ме(1, Ѕег2 
та бег3. С-кінець обрізали після залишку [еи785. 
Модель суміщали з тривимірною структурою міозину 
П слизовика @суозеНит 415со14еит з МЕАТФ у 
активному цент! (файл РОВ 1ёту) шляхом мінімізації 
суми квадратів відстаней між відповідними С, 
атомами. Координати атомів МФАТФ та 14 
кристалографічних молекул води, що знаходяться на 
відстані не більше 0,5 нм від МеАТФ («залишки» 
1113, 1157, 1172, 1226, 1227, 1273, 1274, 1275, 1276, 
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1278, 1306, 1372, 1375 1 1441) перенесено з файлу 
1Ни\у.раБ до файлу моделі міозину П скелетних м'язів 
кроля. 

Моделювання молекулярної динаміки проводилося 
на обчислювальному кластері Київського 
національного університету імені Тараса Шевченка 
Һкр://сІ0ѕќег.ипу.Кіеу.џа/икг/. Методика проведення 
моделювання детально описана в роботах [9,10]. 

Для підтримки силовим полем 53а6 [11] топології 
залишків  цистеїнової кислоти (Суа), у файли 
#053аб.тір, НС53аб һаһ та аттоас14$.4ай внесені 
додаткові дані. 

Моделі білка розміщували у віртуальних боксах у 
формі зрізаного октаедру. Мінімальна відстань від 
моделі білка до стінок боксу складала 1 нм, що 
дозволяло білку вільно рухатися та мінімізувало 
артефактну періодичність [12]. Розмір боксу для обох 
моделей (нативної та з окисненими залишками 
цистеїну) був однаковий: 2067,54 нм. Кожен бокс у 
відповідності до умов періодичної границі з усіх боків 
був оточений аналогічними боксами з такими ж 
самими молекулами білку. Розрахунок проводився 
лише для одного боксу, дані для інших боксів тієї ж 
системи транслювалися від першого боксу. 

Для того, щоб прибрати грубі порушення 
структури білка, що могли виникнути при добудові 
перших трьох амінокислотних залишків та при 
перенесенні МеАТФ 1 14 молекул води з файлу Іт 
до моделі міозину П скелетних м'язів кроля, першу 
мінімізацію енергії білка проводили у вакуумі до 
додавання нових молекул води та іонів. Цю 
мінімізацію енергії здійснювали досить грубо, за 
алгоритмом «скоріший спуск» з початковим кроком 
0,02 нм та без врахування далеких електростатичних 
взаємодій на відстані більше 1 нм. 

Потім бокси з моделями голівок міозину 
заповнювали моделями молекул води ЗРС (біпріе 
Роїпі СПагее) [13]: у комірку з нативною структурою 
міозину до вже існуючих 14 кристалографічних 
молекул води додано ще 64643 молекули Н;О, а у 
бокс з модифікованим білком - 64634 нових молекул 
розчинника. Для нейтралізації заряду системи та для 
моделювання іонної сили 0,09, у боксі з нативною 
структурою міозину П кроля 104 не кристалографічні 
молекули води були замінені на іони натрію і 102 
молекули Н.О - на іони хлору, тоді як у боксі з 
окисненим білком 109 молекул води замінено на іони 
натрію та 97 молекул Н;О- на іони хлору. 

Наступний етап мінімізації енергії системи 
здійснювали почерговим використанням алгоритмів 
«скорипий спуск» та «кон’югований градієнт». 
Спочатку проводили 10000 кроків мінімізації енергії 
за алгоритмом «скоріший спуск» з початковим кроком 
0,01 нм та обчисленням електростатичних взаємодій 
на відстані більше 0,9 нм за методом РМЕ (Рагісіе- 
Меѕһ  Емаїф еІесігоѕіайісѕ) [14]. Для Ван-дер- 
Ваальсових взаємодій встановлена відсічка 1,0 нм. 
Максимальний розмір комірок для розрахунку дальніх 
електростатичних взаємодій за методом РМЕ 
дорівнював 0,12 нм, порядок інтерполяції дальніх 


ВПЛИВ ОКИСНЕННЯ ЗАЛИШКІВ ЦИСТЕЇНУ НА КОНФОРМАЦІЙНУ РУХЛИВІСТЬ СУБФРАГМЕНТУ 51 МІОЗИНУ П 


електростатичних взаємодій - кубічний. Потім 
здійснювали наступні 10000 кроків мінімізації, але 
так, що кожні 9 кроків мінімізація проводилася за 
алгоритмом  «кон'югований градієнт», а кожний 
десятий крок - за алгоритмом «скоріший спуск». Інші 
параметри були такими ж, як і у попередній 
мінімізації енергії лише за алгоритмом «скоріший 
спуск». 

Після цього на протязі 500 пс проводили 
врівноваження молекул розчинника. Важкі (не 
водневі) атоми білку та МеАТФ були прив'язані до 
своїх вихідних координат за допомогою додаткового 
гармонійного потенціалу. Вихідні швидкості атомів 
генерували з розподілу Максвела. Інтегрування 
рівняння руху здійснювали за допомогою алгоритму 
почергового випередження з кроком 10 7 с. Список 
ближніх атомів оновлювали на кожному кроці 
інтегрування. Для ближніх електростатичних 
взаємодій встановлена границя відсічки 0,9 нм, тоді як 
для ван-дер-ваальсових взаємодій — 1,0 нм. 
Електростатичні взаємодії за межами встановленої 


границі враховували згідно алгоритму РМЕ. 
Максимальний розмір комірок у методі РМЕ - 0,12 
нм, порядок інтерполяції - 6. Температуру 


підтримували рівною 293 К за допомогою термостату 
швидкостей змінного масштабу [15] з часом 
релаксації 0,1 пс. Тиск на рівні 1 атм. контролювали 
за методом Берендсена [16] з часом релаксації 0,3 пс. 
Координати атомів системи, швидкості та енергії 


записували у вихідні файли траєкторії кожну 
пікосекунду. 
Після врівноваження молекул розчинника 


проводили додаткову мінімізацію енергії системи на 
протязі восьми етапів, чергуючи мінімізацію за 
алгоритмом «скоріший спуск» та змішану мінімізацію 
з кожними дев'ятьма кроками за алгоритмом 
«кон? югований градієнт» та кожним десятим кроком — 
за методом «скоріший спуск». 

Глибока мінімізація енергії дозволила проводити 
основне моделювання молекулярної динаміки без 
використання констрейнів, тобто будь-яких 
додаткових обмежень відстаней між валентними 
атомами та валентних кутів, окрім безпосередньо 
передбачених силовим полем. Моделювання 
молекулярної динаміки без констрейнів вимагає 
значно більшого машинного часу, але дає результати з 
більшим фізичним сенсом. Для того, щоб не вносити 
додаткові збурення у систему, початкової генерації 
швидкостей атомів перед основним моделюванням 
динаміки також не використовували. Для відтворення 
канонічного статистичного ансамблю МУТ (постійні 
кількість часток об'єм 1 температура) не 
застосовували контролю тиску. Координати атомів 
системи та енергії записували у вихідні файли кожні 
0,5 пс. Інші параметри були такими ж, як і при 
врівноваженні розчинника. Час врівноваження 
системи визначали як час досягнення плато на графіку 
середньоквадратичного відхилення поточної 
конформації відносно початкової. 


Для візуалізації траєкторій та графічного аналізу 
конформацій міозину використовувалися програми 
УМОР 1.8.7 [17] та 5м/1855-РОВ УМіемег [18]. 


В даній робот з одержаних траєкторій 
розраховували наступні показники: 
середньоквадратичне відхилення білку відносно 


вихідної конформації перед молекулярною динамікою 
за С, атомами (програма 8 птз з пакету програм 
СОтотасѕ), середньоквадратичні флуктуації С, атомів 
відносно їх середнього положення у часі (програма 
є пп, площу поверхні, що доступна для 
розчинника, для 5Н груп залишків цистеїну (програма 
© 545), відстані між двома атомами (програма с 150), 
мінімальна відстань між двома групами атомів 
(програма є т1п0150), кількість водневих зв'язків 
(програма є Попа), енергія взаємодії між окремими 
групами атомів (програма © епегеу) та кількість 


амінокислотних залишків у а-спірал (програма 
є рейх). 
Для розрахунку середньоквадратичного 


відхилення поточної конформації по відношенню до 
початкової структури, спершу поточні конформації 
накладали на початкову шляхом мінімізації суми 
квадратів відстаней між відповідними С, атомами, 
після чого вираховували власне середньоквадратичне 


відхилення для С, атомів за формулою [19]: 
1 
1 24% = 2 
КМ8 (г)- зт ОНКО , (1) 
і-і 


де г – час, т; - маса і-того атома, М - загальна маса 
всіх атомів, за якими проводиться розрахунок 


середньоквадратичного відхилення, М - загальна 
кількість атомів, для яких розраховується 
середньоквадратичне відхилення. 


Середньоквадратичне відхилення дозволяє визначити 
степінь змін, які потерпає макромолекула під час 
моделювання молекулярної динаміки, оцінити час 
досягнення рівноважного стану 1 загальну якість 
траєкторії. 

Розрахунок середньоквадратичних флуктуацій 
(КМЗЕ) С, атомів відносно їх середнього положення 
проводили на рівноважних ділянках траєкторій, коли 
графік середньоквадратичного відхилення 
знаходиться на плато. Перед розрахунком КМЗЕ 
поточні конформації білку накладаються на початкову 
за тими самими атомами, за якими й рахується КМЗЕ. 
Власне середньоквадратична флуктуація С, атому на 
часовому інтервалі /о - 4, визначається за формулою: 


ВМУЕ (і) Шу (0-І, 2 
пі п+1 


де п + 1 - кількість моментів часу (фреймів) на ділянці 
0-і. 

Водневі зв”язки в нашій роботі визначалися тоді, 
коли відстань між донором (електронегативним 
атомом О, М або 5, що ковалентно з'єднаний з атомом 


водню) та акцептором (іншим електронегативним 
атомом) не перевищує 0,35 нм, а кут між акцептором, 
донором та атомом водню менше або дорівнює 30°. 

Кількість амінокислотних залишків, що входять 
до а-спіралі, визначали за двогранними кутами ф та \у 
і відповідними водневими зв'язками між 
карбонільними атомами кисню 1 МН групами 
основного ланцюгу протеїну. 


РЕЗУЛЬТАТИ ТА ЇХ ОБГОВОРЕННЯ 


Одержана в даній роботі модель міозину П 
скелетних м'язів кроля з молекулою АТФ у 
каталітичному центрі показана на рис. І. Розрахована 
траєкторія молекулярної динаміки субфрагменту 51 
міозину П скелетних м'язів кроля з нативними 
залишками цистеїну для часового інтервалу 7000 пс. 
Розрахована площа, доступна для розчинника, для 5Н 
груп залишків цистеїну. Встановлено, що ӚН групи всіх 
десяти залишків цистеїну у субфрагменті $1 під час 
динаміки виявляють більшу за нуль площу поверхні, 
доступну для розчинника. Тобто всі ці залишки цистеїну 
можуть окислюватися. У вихідній моделі міозину П 
кроля всі залишки цистеїну було добудовано до 
залишків цистеїнової кислоти, тобто атом водню біля 
атома сірки замінено на кисень та приєднано ще два 
атоми кисню з сумарним зарядом –1. Після мінімізації 
енергії та врівноваження розчинника, розрахована 
траєкторія молекулярної динаміки міозину з 
окисненими залишками цистеїну для 7000 пс. На рис. 2 
співставленні графіки середньоквадратичних відхилень 
за С, атомами для цих двох траєкторій. З рисунка видно, 
що середньоквадратичні відхилення для нативного та 
окисненого міозину близькі. Однак графік для 
субфрагменту 51 з окисненими залишками цистеїну 
більш сильно коливається, таким чином окиснений 
субфрагмент як ціле виявляє трохи більшу 
конформаційну рухливість, ніж нативний. Графіки 
середньоквадратичних відхилень для нативного та 
окисненого білку виходять на плато, тобто система 
досягає рівноважного стану, при 2550 та 2050 пе, 
відповідно. Для часового проміжку 2550-7000 пс, що є 
рівноважним для обох траєкторій, розраховано 
середньоквадратичні флуктуації кожного С, атому 
окремо відносно середнього положення цього атома на 
дослідженій ділянці траєкторії (рис. За). 

З рис. За видно, що у нативному субфрагменті 51 
міозину П найбільш рухливими амінокислотними 
алишками (ВМЗЕ > 0,15 нм) є Мей-Ѕег3, АЈа5 (М- 
кінець), С1053-Тһ61, І.у563, І.еа65-Тіһ69, ТЬг71, Аѕп73- 
бег74 (субдомен 5Н3), А5р204-Гуѕ206, С10208-61у212 
(петля 1), С1п370-С1п374 (петля 4), | у5407-М а!413 (петля 
кардіоміопатії), СТи509-Тгр510 (релейна петля С1у507- 
Рһе515), А!а521-Суз/Суа522 (частково розплетена 0- 
спіраль ©1у516-С1а527 після релейної петлі), Гу$544 
(петля | Мек541-Тіг546), Авр556-Сіп557, (частково 
розплетений С-кінець а-спіралі Азр547-Н1$558), І ец559- 
І у8561 (петля 1.е1559-А51563), 1:У5567-А1а575 (петля 3 
Іу8567-Ні8578), СІу586-ТЬг587 (кінчик В-шпильки 
Рһе579-Туг590), С1у628-С1у645 (петля 2), бег752- 
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Рис. 2. Середньоквадратичні відхилення за С, атомами 
субфрагменту 51 міозину П скелетних м'язів кроля 
відносно початкової  конформації перед основним 
моделюванням динаміки. 
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Рис. 3. Середньоквадратичні флуктуації (ВМ$Е) кожного С, 
атому субфрагменту 51 міозину П скелетних м'язів кроля 
відносно середнього положення цього атома на ділянці 
траєкторії 2550-7000 пс. (а) Значення КМ5Е для нативного 
(чорна лінія) та окисненого (червона лінія) протеїну. (6) 
Різниці між  середньоквадратичними | флуктуаціями 
нативного та окисненого білку. 


-Авр754 (конвертерний домен), 1е0785 (С-кінець). У 
міозині П з окисненими залишками цистеїну найбільш 
рухливими є такі амінокислотні залишки: Меї1-5ег3 
(Х-кінець), Аѕр43-1уѕ44, Азп57-1 у859, Геи65-А5рб7 
(субдомен 5Н3), Сіһ208-Ме(214 (петля 1), Гуз369- 
С10373 (петля 4), І у8407-Туг412 (петля 
кардіоміопатії), (11509 (релейна петля), СІу560- 
Аѕп563 (петля  Ні8558-А58п563), Авп564 (перший 
залишок В-тяжу Авп564-Сіп566), 1у5569-1уѕ574 
(петля 3), А!аб27-А]аб29, А]а631-С61уб41 (петля 2), 
А1а731-Аѕр741, 1у5743-Аѕп744, Авп751-Авр754, 
Аѕр756-С10758 (конвертерний домен), 1:у5784-1еи785 
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(С-кінець). Графік середньоквадратичних флуктуацій 
для двох модифікацій міозину подібний, тобто 
практично ті самі ділянки протеїну проявляють 
високу або низьку рухливість як для міозину П з 
нативними залишками цистеїну, так і для білку з 
окисненими цистеїнами. Але є й розбіжності (рис. 3 Б 
та 4). Так, у нативному міозині більш рухливими 
(різниця між середньоквадратичними флуктуаціями 
С. атомів нативного та окисненого міозину П більше 
або дорівнює 0,04 нм) є залишки 1у522, СІй26 (М- 
кінцевий домен), І.у836, Сіп53-Тһт61 (субдомен 5Н3), 
Азр204-Гуз206, Сіп209 (петля 1), Уа1315-бег316 
(неструктурована ділянка Іец304-А5р326), Азр471 


субдомен 50К 


Петпя 


(перемикач 2), А1а520-Сув/Суа522 (частково 
розплетена а-спіраль ©1у516-С1и527 після релейної 
петлі), А5р556 (а-спіраль Азр547-Н1$558), С1у586- 
Тьг587 (В-шпилька Рће579-Туг590), Авр601 (підпірка), 
С10630, Сіу636-5ет637, Гуз643-Гуз644 (петля 2). Тоді 
як у окисненому протеїні більш рухливими, ніж у 
нативному міозині П (АКМЅЕ < -0,04 пт), є Аге371 
(кінчик петлі 4), І у8407-Азп410 (петля 
кардіоміопатії),  А58п563 (петля 1е0559-А51563), 
Аѕп564 (В-тяж Аѕп564-С11566), А1а627, Аѕрб33 (петля 
2), 1у8743-А51744, С10747, Пе753, Авр756-С11759 
(конвертерний домен) та [еи785 (С-кінець). 
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Рис. 4. Тривимірна будова окремих фрагментів субфрагменту 51 міозину П скелетних м'язів кроля, конформаційна 
рухливість яких залежить від взаємодії з залишками цистеїну. Червоним кольором показані ділянки, на яких різниця між 
середньоквадратичними флуктуаціями С, атомів для нативного та окисненого білку (ЛЕКМЕ) більше або дорівнює 0,04 пт, 


синім кольором - ділянки з ДЕМ$Е < - 0,04 пт. Примітка:а,,с,.. 


„В - пояснення у тексті. 
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Рис. 5. Зміна відстані між окремими атомами та групами атомів міозину П під час моделювання молекулярної динаміки. 
Чорні криві - дані для нативного білку, червоні - для міозину з окисненими залишками цистеїну. а-и,х - відстань між двома 
вказаними атомами, у,\ - мінімальна відстань між двома групами атомів. Примітка:а,Б,с,.....х - пояснення у тексті. 
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Різниці між середньоквадратичними 
флуктуаціями С, атомів нативного та окисненого 
міозину пояснюються наступним чином. 

Залишок Суѕ38 знаходиться на першому В-тяжі 
субдомену 5Н3, який являє собою В-діжку з 5 В-тяжів 
та приєднаний з обох боків до М-кінцевого субдомену. 
ЗН група залишку Суѕ38 утворює водневий зв'язок з 
карбонільним киснем залишку Рһе78 (рис. 4а). Заміна 
тіольної групи на 5Оҙ викликає збільшення відстані 
між у-атомом сірки залишку 38 та карбонільним 
киснем залишку Рһе78 (рис. 5а). Також у нативному 
білку ЭН група Су$38 спорадично утворює водневий 
зв'язок з карбонільним киснем Рһе39 (рис. 46). Поява 
сульфогрупи замість тіольної групи робить утворення 
цього зв'язку неможливим (рис. 56). Зміна орієнтації 
бокового ланцюгу залишку 38 призводить до 
переорієнтації основного ланцюгу та до послаблення 
водневого зв'язку між карбонільним киснем залишку 
38 та МН групою Сіу50 (рис. 5с). Одночасно 
спостерігається підсилення водневого зв'язку між 
киснем основного ланцюгу бег54 та МН групою Тһтб1 
(рис. 54). 

Залишки Суѕ402 та Суѕ403 знаходяться на петлі 
кардіоміопатії (Суѕ/Суа402-Аѕп418) (рис. 4с). Заміна 
ӚН групи залишку Суѕ402 на сульфогрупу призводить 
до розриву водневого зв'язку з атомом кисню АІа375, 
що на петлі 4 (рис. 5е). В нативному міозині час від 
часу утворюється водневий зв'язок між ӚН групою 
Су5403 та карбонільним киснем Суѕ402. При переході 
залишку 403 від цистеїну до цистеїнової кислоти цей 
зв'язок утворюватися вже не може (рис. 5#). Крім того, 
сульфогрупа залишку 403 відштовхується від атому 
кисню є С11374 (рис. 55). Одночасно віддаляються С, 
атоми цих залишків (рис. 58). Таким чином при 
окисненні міозину петля кардіоміопатії та петля 4 
стають більш рухливими. Оскільки петля 4 та петля 
кардіоміопатії беруть безпосередню участь у 
з'єднанні з актином, тому зміна рухливості цих петель 
може призводити до зміни спорідненості міозину до 
актину та до змін у м'язовому скороченні. 

Су5479 знаходиться на релейній спіралі за 
перемикачем 2 (рис. 44). МН група залишку Суѕ479 
утворює водневий зв'язок з атомом О залишку 
Гей475. Модифікація цистеїну 479 у цистеїнову 
кислоту призводить до відштовхування сульфогрупи 
залишку 479 від атому кисню [е0475. Таким чином 
змінюється орієнтація як бокового ланцюга 
Суѕ/Суа479, так 1 основного ланцюга, що призводить 
до руйнації водневого зв'язку між залишками 479 1 
475 (рис. 51). Це викликає часткове плавлення М№- 
кінця релейної спіралі та переорієнтацію перемикача 
2. Оскільки перемикач 2 бере участь у розщепленні 
молекули АТФ, а релейна спіраль - у силовому ході 
актоміозину, модифікація Су5479 може впливати на 
обидва процеси. 

Залишки Суѕ522 1 Суѕ540 входять до складу 
спіралі С1у516-С10527 1 спіралі НЕ (Пе532-Суѕ540) 
відповідно (рис. 4е). Заміна тіольної групи на 
сульфогрупу у залишку 522 викликає відштовхування 


від карбоксильної групи глутамінової кислоти 485 
(рис. 5]), яка знаходиться на релейній спіралі. Також 
збільшується відстань між С, атомами цих залишків 
(рис. 5). Перехід Суѕ540 у цистєїнову кислоту 
спричиняє відштовхування сульфогрупи від атому 
кисню 6 залишку А5599 (рис. 51). Одночасно має 
місце розходження С, атомів залишків 540 та 599 
(рис. 5т). Це впливає на рухливість спіралей С1у516- 
610527 та Азр547-Н1$558, петлі 1е0и559-Аѕп563 та 
підпірки. Слід зауважити, що підпірка розділяє 
верхній та нижній субдомени 50К, взаємний рух яких 
важливий для зв'язування актину, зв'язування АТФ та 


вивільнення продуктів гідролізу, тому зміна 
конформації підпірки може впливати на всі ці 
процеси. 


Залишок Суз676 входить до третього В-тяжу 
центрального В-складчастого шару. Сусідній, 
четвертий В-тяж Аѕп172-Тһг178, переходить у петлю 
Р (С1у179-Гуз$185), важливу для зв'язування АТФ та 
вивільнення продуктів його гідролізу (рис. 40). 
Сульфогрупа цистеїнової кислоти 676 відштовхується 
від карбонільного кисню залишку С1у184 на петлі Р 
(рис. 5п). Також при окисненні міозину розривається 
водневий зв'язок між МН групою залишку Суѕб76 та 
карбонільним киснем Тһг178 (рис. 50), що впливає на 
конформацію центрального В-складчастого шару. 

Залишок Суѕб99 розташований на С-кінці о- 
спіралі 5Н2 (Ніѕ690-Суѕ699) у безпосередній 
близькості до а-спіралі ЗНІ (1е0703-Ато710), яка, в 
свою чергу, з'єднує конвертерний домен з М-кінцевим 
субдоменом (рис. 4р). Окиснення цистеїну 699 
призводить до розриву водневого зв'язку між 
гідроксильною групою т Туг584 та карбонільним 
киснем Суѕ/Суаб99 (рис. 5р). Одночасно 
послаблюється водневий зв'язок між МН групою 
Суѕ/Суаб99 та карбонільним киснем Н1$695 (рис. 54). 
Все це призводить до збільшення дифузної рухливості 
конвертерного домену відносно основної частини 
субфрагменту 51. Оскільки силове обертання 
конвертерного домену відносно основної частини 
голівки міозину забезпечує рух міозину вздовж 
актинової нить, збільшення дифузних коливань 
конвертерного домену може викликати послаблення 
сили м'язового скорочення. 

Вплив окиснення залишків Суѕ123 та Су5709 на 
конформаційну рухливість субфрагменту 51 в даній 
роботі не виявлено. 

У АТФ-зв'язуючому активному центрі міозину 
(рис. 46) під час динаміки окисненого білку 
розриваються сольові містки між боковими 
ланцюгами залишків 1у5190 1 С10230 (рис. 5т) та між 
залишками 1у5185 1 Аѕр463 (рис. 55). Також 
розривається водневий зв'язок між у гідроксильною 
групою ТШ186 та одним з атомів кисню у 
карбоксильної групи Аѕр463 (рис. 51). Це призводить 
до збільшення відстані між С, атомами залишків 
Тһ186 та Азр463 (рис. Зи). Саме амінокислотні 
залишки [у$185, ТЬгі86, 1у5190, СТа230 1 Азр463 
закривають каталітичний центр міозину та беруть 
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участь у зв'язуванні МРАТФ. Так, Гу5185 знаходиться 
на петлі Р, його боковий ланцюг взаємодіє з у- 
фосфатною групою АТФ, а МН група основного 
ланцюгу - з В-фосфатною групою АТФ. При 
окисненні міозину аміногрупа 0 залишку 1у5185 
віддаляється від у-фосфатної групи АТФ (рис. 5у) та 
наближається до В фосфатної групи (рис. 5%). 
Амінокислотні залишки Тһг186 і Гу$190 розташовані 
на а-спіралі НЕ (Тіһт186-Пе199), що безпосередньо 
з'єднана з петлею Р. При цьому кисень у- 
гідроксильної групи ТЬг186 координує іон магнію, а 
МН група цього залишку утворює водневий зв'язок з 
киснем В-фосфатної групи АТФ. С10230 входить до 
складу а-спіралі НН (1е0229-Рһе232), яка переходить 
у перемикач 1 (б1у233-Ато245). Аѕр463 є останнім 
амінокислотним залишком п'ятого В-тяжу Туг457- 
Аѕр463 перед перемикачем 2 (Пе464-5ег474). Цей 
залишок також бере участь у координації іону магнію. 
У міозині П з окисненими залишками цистеїну 
відстань між карбоксильною групою залишку Аѕр463 
1 іоном магнію більше, ніж у нативному білку (рис. 
5х). Таким чином у  окисненому  міозині 
спостерігається часткова зміна конформації центру 
зв'язування АТФ, що може пояснювати зміни 
функіонування окисненого міозину П, яке виявлене 
експериментально [2, 3]. 


ВИСНОВКИ 
В данй робот методом моделювання 
молекулярної динаміки показано, що окиснення 


залишків цистеїну 38, 402, 403, 479, 522, 540, 676 та 
699 може впливати на конформаційну рухливість 
субфрагменту 51 міозину П скелетних м'язів кроля, 
зокрема на АТФ-зв'язуючий каталітичний центр, на 
сайт зв'язування актину та на рухливість 
конвертерного домену. Однак не виявлено впливу 
окиснення залишків  Су5123 та (Сув709. Для 
подальшого вивчення окиснення голівки міозину на 
його конформацію та динаміку є перспективним як 
експериментальними методами, так і теоретичним 
моделюванням, провести модифікацію окремих 
амінокислотних залишків цистеїну 38, 402, 403, 479, 
522, 540, 676 та 699 та дослідити вплив кожного з 
перерахованих залишків на будову та динаміку 
голівки міозину. 
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ВЛИЯНИЕ ОКИСЛЕНИЯ ОСТАТКОВ  ЦИСТЕЙНА НА  КОНФОРМАЦИОННУЮ ПОДВИЖНОСТЬ 
СУБФРАГМЕНТА 51 МИОЗИНА П 


Каниболоцкий Д.С. 


Построена трехмерная модель субфрагмента 51 миозина П скелетных мышц кроля в пост-ригорной конформации. В 
качестве шаблона использовали файл Протеин дата банка 2тув, который представляет собой кристаллографическую 
структуру головки миозина П скелетных мышц цыпленка. В каталитический центр модели размещено Ме АТФ. С помощью 
пакета программ СОтотасѕ 4.0.7 во временном интервале 7 нс проведено моделирование молекулярной динамики 
субфрагмента 51 миозина П с нативными остатками цистеина и с остатками цистеина, окисленными до цистеиновой 
кислоты. Установлено, что окисленный миозин проявляет большую конформационную подвижность, чем нативный. 
Проанализировано влияние окисления отдельных остатков цистеина на конформационную подвижность субфрагмента 51 
миозина. 


Ключевые слова: миозин П, скелетные мышцы, огусіоіасив сипісшиѕ, моделирование по гомологии, моделирование 
молекулярной динамики, окисление, тиольные группы. 
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ФІЗИКО-ХІМІЧНІ ХАРАКТЕРИСТИКИ ВОДНЕВИХ ЗВ'ЯЗКІВ У МОДЕЛЬНИХ БІЛКОВО- 
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Квантово-хімічними методами на рівні теорії ВЗГУР/б-311++С(4,р) досліджено водневі зв'язки в подвійних та потрійних 


модельних комплексах таутомерів урацилу та тиміну з СНЗСОО та з СНЗСОО 1 


"Ма". За допомогою аналізу МВО 


встановлено, що при Н-зв'язуванні відбувається міграція електронної густини з неподіленої електронної пари атому У на 
незв'язуючу орбіталь с" групи Х-Н. Значення електронної густини та Лапласіану електронної густини в критичних точках 
(3,-1) деяких водневих зв'язків перевищують допустимі межі Коха 1 Попельє, що вказує на високу енергію зв'язування. 
Вперше показано, що енергія орбітальної взаємодії Ес) для водневих зв'язків тісно пов'язана з ентальпіею-АН, а, отже, може 


використовуватися для оцінки їхньої енергії. 


Ключові слова: модельні білково-нуклеїнові комплекси, прототропна таутомерія, урацил, тимін. 


ВСТУП 


Білково-нуклеїнове впізнавання лежить в основі 
ключових процесів, що відбуваються на 
молекулярному рівні в живій клітині: реплікації, 
транскрипції, трансляції та репарації. Одним з 
основних чинників впізнавання певної послідовності 
ДНК білками є наявність донорів та акцепторів 
водневих (Н) зв'язків у парах основ, що взаємодіють з 
“впізнавальними” (комплементарними) 
амінокислотами в районі малої та великої борозенки 
[1]. Крім того, експериментально встановлено, що у 
високоспецифічних білково-нуклеїнових комплексах 
кількість Н-зв'язків значно більша в порівнянні з 
неспецифічними [2]. 

Згідно із сучасними уявленнями [3], Н-зв'язок є 
переважно електростатичною взаємодією, яка 
супроводжується частковим перенесенням заряду 
(електронної густини) та поляризацією [4]. На відміну 
від інших нековалентних взаємодій [5] (наприклад, 
Ван-дер-Ваальсівських сил), Н-зв'язки е 
спрямованими і специфічними. Саме ці 
характеристики Н-зв'язків зумовлюють їх центральну 
роль в біомолекулярному впізнаванні. В літературі [2] 
впізнавання інколи поділяють на пряме (хімічне), 
основними факторами якого є просторова орієнтація 
та комплементарність хімічних груп, та непряме, в 
основі якого лежить взаємна  конформаційна 
адаптація. 


Як відомо, урацил (Ота) та тимін (Тһу) є 
канонічними основами РНК та ДНК відповідно. Проте 
існують винятки - у деяких вірусів [6] та клітинах 
еукаріот [7] дезоксиуридин (40) є основним 
нуклеотидом ДНК замість тимідину (Т). Загалом же 
присутність Ота в ДНК є джерелом мутагенезу. Так, 
дезамінування цитозину (Су) до Ота, а також 
помилкова інкорпорація 2- 
дезоксиуридинмонофосфату (АСМР) в ДНК, можуть 
призвести до утворення неправильних пар основ С:Т 1 
АЛ відповідно [8-10]. 

Завдяки наявності численних донорно- 
акцепторних сайтів, Ота та Тһу можуть утворювати Н- 
зв'язки з амінокислотами [11]. Так, зокрема 
встановлено, що в комплексах білок - РНК (Ла 
утворює велику кількість зв'язків із залишками 
аспарагінової (Авп) та глютамінової (Си) кислот [12]. 
В роботі Германа та ін. [13] було показано, що 
нуклеотидні основи мають схильність до взаємодії з 
бічними групами амінокислот, хоча останні також 
можуть взаємодіяти з фосфатними залишками [2] 

В нашій попередній стат [14] ми 
експериментально (методами УФ, ІЧ та ЯМР 
спектроскопії в розчині диметилсульфоксиду- ДМСО) 


дослідили модельні білково-нуклеїнов контакти 
таутомерів урацилу (Ота) й тиміну (Тһу) з 
карбоксилат-йоном (який моделює негативно 
заряджений залишок цвіттер-іонів глютаміну й 
аспарагіну) та координуючим йоном натрію. 
Квантово-хімічна інтерпретація отриманих 


результатів дозволила встановити, що основні дикето- 
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форми Юта 1 Тһу в розчині ДМСО співіснують з 2- 
енол-4-кето-1-іміно таутомерами. Оскільки в 
активних центрах ферментів середовище є менш 
полярним (діелектрична константа є складає лише 
декілька одиниць [15]), ніж у ДМСО (є-48), то є всі 
підстави вважати, що т уіуо рівновага дикетоє»енол 
Ота (Тһу) може бути ще більше зміщеною вправо у 
порівнянні з дослідженою модельною системою. 
Отже, ш результати переконливо підтвердили 
гіпотезу про біологічне значення високоенергетичних 
рідкісних таутомерів нуклеотидних основ (так званих 
"прихованих структур" [16]), які не можуть бути 
виявлені експериментально в ізольованому стані, але 
виникають при їх взаємодіях із амінокислотними 
залишками та іонами металів. Ця стаття є логічним 
продовженням попередньої (14). Щоб зрозуміти, як 
стабілізуються рідкісні таутомери, ми досліджуємо 
характер та енергетику Н-зв'язків у комплексах Ота та 
Тһу, використовуючи різні теоретичні підходи - 
топологічний аналіз електронної густини [17], аналіз 
коливальних спектрів та комплексну оцінку міцності 
Н-зв'язків за критерієм Грабовського Асоһ [18]. 


МАТЕРІАЛИ І МЕТОДИ 


Геометрії подвійних та потрійних комплексів на 
рівні теорії РЕТ (гібридний обмінно-кореляційний 
функціонал електронної густини в узагальненому 
градієнтному наближенні ВЗГУР) з використанням 
Гаусівського набору функцій 6-311--ҒС(а,р), були 
отримані в попередній роботі [14]. Подвійними 
вважались комплекси, в яких таутомери Ота (або Тһу) 
взаємодіють за допомогою двох Н-зв/язків з 


карбоксилат-йоном СНЗСОО, який моделює 
негативно заряджені залишки аспарагінової та 
глютамінової кислот (комплекси СНЗСОО: 


таутомер Гта(Тһу)). Щоб дослідити координаційний 
вплив йонів Ма, ми розрахували [14] потрійні 
комплекси СНЗСОО”: таутомер Ота(Тһу):Ха”. 
Наявність локальних мінімумів на гіперповерхні 
потенціальної енергії перевірялася відсутністю уявних 
частот в коливальних спектрах. 

Енергії взаємодії подвійних та потрійних 
комплексів Ота (Тһу) оцінювалися з урахуванням 
похибки суперпозиції базисного набору (ВЅ8Е) за 
методом, описаним у роботі [19]. 

Н-зв'язки в подвійних та потрійних комплексах 
ідентифікувалися за допомогою топологічного аналізу 
електронної густини, який грунтується на квантовій 
теорії атомів у молекулах (ОТАІМ) [17], вперше 
розробленій Річардом Бейдером. Наявність критичної 
точки (3,1) - Бола сгійсаї роїпі (ВСР) 1 градієнтного 
шляху електронної густини, а також позитивне 
значення Лапласіану електронної густини вважали 
необхідними умовами існування Н-зв’язку [20]. 
Хвильові функції обчислювали на тому ж рівні теорії, 
що й оптимізували геометрію, з використанням 
програмного пакету “Саџцѕѕіап 03" для платформи 
МУ1п32. Аналіз топології електронної густини 


проводили за 
АЇМРАС. 

Міцність ОН...О та МН...О водневих зв'язків у 
комплексах оцінювалася за комплексним показником 
Грабовського Асоһ [18], який оперує геометричними 
та топологічними параметрами валентного зв'язку Х- 
Н (зокрема, у нашому випадку Х=О, М): 


Дю = Шо н = Жи) и] + [Рун - Рхи) ех и] 


з ж @ => @ 2 2 
+ (ры 7 УР и) Уи] } 


допомогою програмного пакету 


(1) 
де гих, рих та М? Р хон 7 Параметри валентного 
зв'язку, який є донором протона при Н-зв'язуванні 
(довжина зв'язку Х-Н, електронна густина в 


критичній точці (3,1) зв'язку та | Лапласіан 


Я ; ; 0 0 
електронної густини відповідно), а Гун, Рун, 


У Ов 
зв'язку Х-Н у вільному мономері. 

Абсолютні значення енергії Н-зв'язків 
оцінювалися двома методами  - на основі 
спектральних та електронно-топологічних 
характеристик. Перший метод грунтується на 
використанні емпіричної формули Йогансена [21] 

-АН = 0.33(Лу - 40)"7 (2) 
де - АН - ентальпія Н-зв'язку в ккал/моль, Ду - зсув 
частоти (в см?) валентного коливання У(ОН) або 
М(МН) в червону область при наявності Н-зв'язку. 

Інший метод |22| (Еспінози-Молінса-Леконта, 
надалі - ЕМЛ) дозволив нам оцінити енергію Н- 
зв'язку на основі розподілу електронної густини в 
його критичній точці (3,-1) за формулою: 

Енв-0,5У(т), (3) 
де М(г) - значення локальної потенціальної енергії в 
критичній точці. 

Природа та характеристики Н-зв’язмв також 
досліджувалися за допомогою аналізу заселеностей 
молекулярних орбіталей МВО [23] (пабига! Бола 
огріїа!з). 

Лінійні кореляції між значеннями Асов "АН та Енв 
досліджувалися з використанням стандартної 
процедури, закладеної в програмному пакеті М5 Ехсеї 
2003 (регресійні прямі будувалися за методом 
найменших квадратів). 


ці ж самі параметри для незбуреного 


РЕЗУЛЬТАТИ ТА ЇХ ОБГОВОРЕННЯ 


Результати для (ла та Тһу виявилися дуже 
близькими, тому надалі ми будемо їх обговорювати 
разом (значення для комплексів таутомерів Тһу 
наводитимуться в дужках). На рис. 1 та 2 зображено 
потрійні та подвійні комплекси таутомерів (та та Тһу, 
які розташовані у порядку зростання відносної енергії 
Гіббса. При розрахунку бралися до уваги лише 
таутомери, що здатні утворювати з карбоксилат- 
йоном два Н-зв'язки. Оскільки карбоксилат-йон 
містить два сайти-акцептори протонів (С-О), то нами 
моделювалися | точкові | контакти за участі 


16 


розташованих поруч сайтів-донорів Н-зв'язків в (Ла таТһу. 
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Рис. 1. Потрійні комплекси Ота (Тһу) з СН,СОО та Ма”. АС: значення відносних енергій Гіббса в ккал/моль [14]. Н-зв'язки 


позначені жирним пунктиром, їх відстані вказані в 
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В стрілки позначають перенесення протону. 
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Рис. 2. Подвійні комплекси (Ла (Тһу) з СНзСОО`. АС: значення відносних енергій Гіббса в ккал/моль [14]. Н-зв'язки 


позначені жирним пунктиром, їх відстані вказані в 


й стрілки позначають перенесення протону. 
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-АН, ккал/моль 
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Рис. 3. Лінійна кореляція між комплексним показником 
Грабовського для міцності водневих зв'язків Доп Та 
енергією | Н-зв'язків, розрахованою за емпіричною 
формулою Йогансена. Регресійна пряма будувалася за 
методом найменших квадратів. Рівняння прямої має такий 
вигляд: -АН=22,387 Дощ + 3,101. 
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Рис.4. Лінійна кореляція між орбітальною енергією 
взаємодії Е; для Н-зв'язків та їх енергією -АН. Регресійна 
пряма будувалася за методом найменших квадратів. 
Рівняння прямої має такий вигляд: -АН-0,149 Е» + 3,712. 


Аналіз Н-зв'язків у комплексах за електронно- 
топологічними критеріями Коха та Попельє |20) на 
основі хвильових функцій, отриманих на рівні теорії 
ВЗГУР/б-311++С(а.р) засвідчив що діапазони 
значень електронної густини рвср та Лапласіану 


електронної густини У Рвсь В критичних точках 
зв'язків (3,-1) перевищують граничні межі 
0,002-0,035 атомних одиниць (а.о.) (для рвср) та 
0.024-0.139 а.о (для у? Ювсь ), запропоновані в роботі 
[20]. Так, у випадку потрійних комплексів Ота (ТБу) 
межі для електронної густини й  Лапласіану 
електронної густини (табл. 1 та 2) складають 
0,012-0,060 а.о. (0,013-0,061 а.о.) та 0,039—150 а.о. 


(0,043-0,150 а.о.) відповідно. Що стосується 
подвійних комплексів Ота (Тһу), то відповідні 


й 2 
інтервали рвср та У“ Ос (табл. 3 та 4) є такими: 


0,017-0,101 а.о. (0.017-0.095 а.о.) та 0,057-0,152 а.о. 
(0,057-0,152 а.о.) 


100.00 


Це досить цікавий результат, який свідчить про 
те, шо межі Коха-Попелье для електронної густини та 


Лапласіану е досить умовними, оскільки 
встановлювалися на основі невеликої кількості 
модельних  Н-зв'язків, 1, отже, мають бути 
розширеними. 


Відстані Н-зв'язування (табл. 3-4) у подвійних 
комплексах Ога (ТВу) лежать в межах 1,395—2,176 А 
(1,419-2,178 А), а в потрійних (табл. 1-2) - 
1,580-2,366 А (1,572-2,316 А), що значно менше за 
суму Ван-дер-Ваальсівських радіусів Бонді Н...О 
(2,72 А) та Н..М (2,75 А). Як 1 очікувалося, 
найкоротші відстані між атомом водню та атомом- 
акцептором відповідають Н-зв’язкам ОН...О (в 
середньому 1,551 А), дещо довші - ОН...М (1,674 А) 
та МН...О (1,845 Д) (оскільки МН-група та атом азоту 
М є слабшими донором та акцептором протону 
відповідно у порівнянні з ОН-групою та киснем О) і 
найдовші - некласичним зв'язкам СН...О (2,259 А). 
Це повністю узгоджується з результатами, 
наведеними у монографії |241, які свідчать, що серед 
усіх Н-зв'язків, відомих у біологічних структурах, 
найкоротшими відстанями взаємодії  характери- 
зуються саме ОН...О. Середні значення електронної 
густини рвср в критичній точці ВСР (3,-1) для ОН...О, 
ОН...М, МН...О та СН...О зв'язків складають 0,068; 
0,057; 0,036; 0,015 а.о. відповідно. Близькість 
відстаней аң. ү та значень р для ОН...О та ОН...М 
взаємодій свідчить, що міцність  Н-зв'язків у 
модельних білково-нуклеїнових комплексах Ота (Тћу) 
в значно більшій мірі залежить від полярності групи- 
донора, ніж від електронегативност! акцептора. 
Загалом же спостерігається дуже гарна кореляція між 
усіма значеннями дн. у та р (коефіцієнт кореляції 
складає  -0,94).  Регресійна пряма кореляції, 
розрахована за методом найменших квадратів, має 
такий вигляд: н.у = -10,349рвср + 2,263. Шо 
стосується довжин зв'язків ХН, то вони також 
подовжуються для всіх типів взаємодій, крім СН...О. 
Величини подовжень “хн корелюють зі значеннями 


2 жн м 
рвср та У Орср (коефіцієнти кореляції складають 


0,93 та 0,94). 

Привертає увагу факт, що в потрійних комплексах 
СНЗСОО": таутомер Пға(Тһу):Ма” відстані між 
атомами водню та атомами-акцепторами Н-зв/язків 
дещо подовжуються в порівнянні 3 подвійними 
комплексами. Це можна пояснити тим, що йон Ма’ 
утворює сильні координаційні зв'язки з нуклеотидними 
основами, зміщуючи таким чином таутомерні рівноваги 
[14], зокрема, за рахунок ослаблення Н-зв'язків між 
основами та карбоксильною групою. Але найбільш 
разючим ефектом, який справляє йон Ма на потрійні 
комплекси та (Тһу), є перенесення протону з 
гідроксильної групи енольних таутомерів основ на 
карбоксилат-йон (рис.1), який перетворюється на 
молекулу оцтової кислоти. В подвійних комплексах 
перенесення протону відбувається лише у випадку 4- 
енол-2-кето-3-іміно таутомерів Ота (ТПу) (комплекс З на 
рис. 2). 
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Таблиця 1. 
Геометричні, коливальні та електронно-топологічні характеристики Н-зв'язків у потрійних комплексах СНЗСОО:: таутомер Оға:Ха”. 
Потрійні комплекси СНЗСОО:: таутомер Ота:Ма | 
р ХН..У ОБЕ а днз ь И ХН. ү“ Ай Дн а 5 ДУ е акхну Ат(ХНУғ усі МЕ -АН" Рвсғ! ҚЫ Ерм А." 
як на рис.1 а 
І ОН...02 2.594 1.580 74.7 0.047 872 1032 391 37.1 9.52 0.060 0.150 19.15 0,250 
МІН..О 2.852 1.834 170.4 0.018 307 839 278 20.2 5.39 0.033 0.110 8.26 0,107 
П ОН...О4 2.626 1.620 75.5 0.038 717 991 350 33.1 8.59 0.053 0.146 16.58 0,203 
МЗН...О 2.916 1.910 165.5 0.015 247 871 208 23.0 4.75 0.027 0.095 6.30 0,092 
Ш ОН...О2 2.632 1.633 73.2 0.034 650 992 351 29.1 8.15 0.052 0.148 16.07 0,182 
МЗН...О 2.963 1.961 165.1 0.013 207 851 188 18.7 4.26 0.024 0.085 5.33 0.087 
ГУ ОН...02 2.604 1.596 73.4 0.043 811 1028 387 34.5 9.16 0.058 0.150 18.32 0.234 
МІН..О 2.871 1.858 169.1 0.017 280 806 278 17.5 5:11 0.031 0.106 7.60 0.095 
У ОН...МІ 2.694 1.674 78.1 0.051 951 1072 431 51.7 9.96 0.057 0.098 16.49 0.278 
СӨН...О 3.226 2.366 34.8 -0.002 -42 995 41 0.22 - 0.012 0.039 2.26 - 
Примітки (тут і далі): “ а х.у - Відстань між атомами Х та У (А). ? а, ...У - відстань між воднем Н та атомом-акцептором (А). “ ДхН..У- кут Н-зв'язку (град). “ да хн 7 подовження хімічного зв'язку 


АУ 


: : К: 4 
зіго- зсув частоти валентного коливання ХН у порівнянні з мономером (см ). т(ХН)- значення частоти неплощинного (оці-об-ріапе) коливання (см/ ). 


‚ТГ, /Т 


ХН у комплексі у порівнянні з вільним мономером (А). 


5 Ат(ХН)- зсув частоти неплощинного коливання в порівнянні з вільним мономером (см’). 05" - співвідношення між інтенсивністю валентного коливання У(ХН) у комплексі та інтенсивністю цього ж 


Р га Я А р М 5 р 2 
коливання у вільному мономері. ' -АН - ентальпія Н-зв'язку, розрахована за формулою Йогансена (ккал/моль). ! рвср — значення електронної густини в критичній точці ВСР (3,-1) Н-зв'язку (а.о.) “ № Рвср - 


значення Лапласіану електронної густини в критичній точці ВСР (3,-1) Н-зв'язку (а.о.)! Енмі — енергія Н-зв'язку, розрахована за методом ЕМЛ (ккал/моль)." А.он — комплексний показник Грабовського для оцінки 
міцності Н-зв'язку. 


Таблиця 2. 
Геометричні, коливальні та електронно-топологічні характеристики Н-зв'язків у потрійних комплексах СНЗСОО: таутомер Тһу:Ха” 
Потрійні комплекси СНЗСОО:: таутомер Тһу:Ма” | | 
КЕ и ХН..У ді А М ь “И ХН..ү Ай, а - АУ як С. Ат(ХН)? РИ 71. һ -АН! рвсв УЗ Ерм Аы" 
як на рис.1 
І ОН...О2 2.587 1.572 74.6 0.049 904 1037 396 39.4 9.70 0.061 0.150 19,69 0,264 
МІН..О 2.857 1.841 169.9 0.018 300 831 274 20.7 5.32 0.032 0.109 8,08 0.101 
П ОН...О4 2.625 1.620 75.3 0.038 721 999 358 34.5 8.61 0.054 0.146 16,64 0,205 
МЗН...О 2.920 1.913 165.7 0.015 246 868 207 23.2 4.74 0.027 0.094 6,24 0,093 
Ш ОН...О2 2.625 1.624 73.2 0.036 679 1001 361 30.4 8.34 0.053 0.150 16,58 0,191 
МЗН...О 2.962 1.960 165.0 0.013 210 843 183 19.3 4.30 0.024 0.086 5,35 0,089 
ІУ ОН...02 2.599 1.590 73.2 0.045 833 1032 391 36.5 9.29 0.059 0.151 18,74 0,241 
МІН..О 2.876 1.864 168.8 0.016 272 800 277 18.0 5.03 0.030 0.105 7,43 0,092 
У ОН...Х1 2.694 1.673 77.5 0.051 958 1065 425 52.4 10.00 0.057 0.098 16,51 0,279 
С6Н...О 3.194 2.316 36.3 -0.003 -48 976 38 0.49 - 0.013 0.043 2,51 - 
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Таблиця 3. 
Геометричні, коливальні та електронно-топологічні характеристики Н-зв'язків у подвійних комплексах СНЗСОО : таутомер Ога 
Подвійні комплекси СНЗСОО:: таутомер ТЛа. 
Номери ХН..У а с Е й Ат(ХН)> -АН! ) 2 Е Ерм! А 
на фо ану ь / ХН...У Аа 4 ДУ Ахну ( у г. 122 һ рвср У Рвер ЕМІ. 
як на рис.2 
1 МІН..О 2.646 1.581 168.6 0.068 1071 1102 566 28.65 10.60 0.064 0.135 20.02 0,331 
СӨН...О 3.128 2.176 144.6 0.007 77.6 1013 79 49.99 - 0.018 0.057 3.41 - 
2 О2Н...О 2.462 1.395 169.7 0.114 1801 1157 948 29.26 13.85 0.101 0.113 37.00 0,539 
МЗН...О 2.832 1.797 172.2 0.028 464 953 378 43.28 6.79 0.037 0.111 9.51 0,152 
3 ОН...О4 2.506 1.467 170.6 0.077 1346 1132 475 57.21 11.93 0.081 0.152 28.15 0,424 
МЗН...О 3.116 2.134 161.1 0.006 117 793 151 29.2 2.90 0.017 0.058 3.28 0,087 
4 О2Н...О 2.579 1.561 173.9 0.058 1085 1007 859 14.85 10.67 0.065 0.145 20.90 0,311 
МІН..О 2.724 1.673 177.0 0.043 707 909 589 64.03 8.52 0.051 0.130 14.91 0,223 
Таблиця 4. 
Геометричні, коливальні та електронно-топологічні характеристики Н-зв'язків у подвійних комплексах СНЗСОО:: таутомер Тһу 
Подвійні комплекси СНЗСОО: таутомер Тһу 
Номери ХН..Ү 5 с - Дт(ХН)Є А -АН! ) е: Ерм! ГЕС 
кора М Фу з ну ь / хн..У АЯ а ДУ дну (ХН), ҮЙЕ МЕТ вс У Рысь ЕМІ 
як на рис.2 
І МІН...О 2.654 1.593 168.2 0.065 1027 1085 572 28.98 10.37 0.062 0.135 19.21 0,320 
СӨН...О 3.139 2.178 145.7 0.007 78 982 106 26.06 - 0.018 0.057 3.39 - 
П О2Н...О 2.476 1.419 169.9 0.103 1699 1129 988 32.21 13.44 0.095 0.126 34.04 0,527 
МЗН...О 2.824 1.786 17227 0.030 490 952 384 50.27 7.00 0.038 0.113 9.87 0,165 
Ш ОН...О4 2.508 1.469 170.7 0.077 1341 1135 457 59.10 11.90 0.080 0.152 27.98 0,416 
МЗН...О 3.112 2.129 161.4 0.008 117 796 158 29.38 2.90 0.017 0.059 3.33 0,086 
ТУ О2Н...О 2.580 1.562 173.9 0.058 1078 1001 851 15.56 10.63 0.065 0.145 20.79 0,302 
МІН...О 2.730 1.680 1773 0.042 693 934 605 68.67 8.43 0.050 0.129 14.55 0,212 
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Таблиця 5. 


Популяційні характеристики Н-зв'язків у потрійних та подвійних комплексах Ога, отримані за допомогою ХВО та Малікенівського аналізів заселеності 


Комплекс Н-зв'язок Ем О (ХВО)? О (Май): 
сивою пута и а о хелаи: зии: 
сивою п ла ЕСИ 
ЕЯ, Е паа Е: 1 Е.Е Ч 
С тенти и) Е Е: 7 оа 
Т сном -| -аво ро оваа 
сивою пн но Пола ЕЕ Е 
ТРГ 5. нолаи 10 
сивою па йд Е шен ЕІСІЛІЛЕНЕ о 
Т Сокола: ашаса] аве 


з Енергія орбітальної взаємодії (ккал/моль) ° МВО часткові заряди атомів-акцепторів Н-зв'язку та воднів (у дужках). “ Малікенівські часткові заряди 


Таблиця 6. 


Повні електронні енергії (Ет, а.о.), енергії взаємодії з урахуванням поправки В55Е (ВЗЗЕ, Е. вѕѕє, ккал/моль) та сумарні енергії Н-зв'язків (-ХАН та ХЕьм,, 


ккал/моль) у подвійних і потрійних комплексах Ота (Тһу) (Рис. 1, 2). Всі характеристики отримані на рівні теорії ВЗІ.У Р/6-311---С(4,р). 


Ет В55Е ЕнвззЕ -ХАН ХЕрмі, 
СНЗСОО:: таутомер Ога:Ма* (1) -805,8895741 1,64 163,94 4,91 27,41 
СНЗСОО:: таутомер Ога:Ма* (П) -805,8878059 1,48 148,04 3,34 22,88 
СНЗСОО:: таутомер Ога:Ма* (ІП) -805,8844880 1,57 147,80 2,41 21,40 
СНЗСОО:: таутомер Ога:Ма* (ТУ) -805,8841462 1,69 162,26 4,27 25,92 
СНЗСОО:: таутомер Гга:Ха” (У) -805,8533494 1,27 126,98 9,96 18,75 
СНЗСОО:: таутомер Ога (1) -643,6055583 0,70 39,69 0,60 23,43 
СНЗСОО:: таутомер Ога (2) -643,5963888 1,07 58,97 20,64 46,51 
СНЗСОО:: таутомер Ога (3) -643,5957406 0,68 22,00 4,83 31,43 
СНЗСОО:: таутомер Ога (4) -643.5913381 1,00 61,25 19,19 35,81 
СНЗСОО:: таутомер Тву:Ма* (І) -845.2181974 1,66 164,17 15,02 27,77 
СНЗСОО:: таутомер Тву:Ма* (П) -845.2159235 1,48 148,95 13,35 22,88 
СНЗСОО:: таутомер Тһу:Ха” (Ш) -845.2132679 1,56 149,34 12,64 21,93 
СНЗСОО:: таутомер Тһу:№а* (ГУ) -845.2135630 1,71 162,94 14,32 26,17 
СНЗСОО:: таутомер Тву:Ма* (У) -845,1808197 1,26 127,68 10,00 19,02 
СНЗСОО:: таутомер Тһу (1) -682.9329336 0,68 38,13 10,37 22,60 
СНЗСОО:: таутомер Тһу (2) -682.9244074 1,04 56,61 20,44 43,91 
СНЗСОО:: таутомер Тһу (3) -682.9222175 0,71 21,79 14,80 31,31 
СНЗСОО:: таутомер Тһу (4) -682.9202316 1,00 59,86 19,06 35,34 
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Аналіз Н-зв'язків у комплексах Ота(ТБу) за 
спектрально-коливальними характеристиками 
засвідчив, що всі вони, за винятком СН...О, 
характеризуються значними зсувами частот валентних 
коливань У(ХН) в червону область (табл.1-4). На 
основі зсувів ми розрахували енергії Н-зв'язків за 
формулою Йогансена (2). Так, середня енергія ОН...О 
зв'язків у комплексах (та (ТБу) складає 10,27 (10,28) 
ккал/моль, МН...О зв'язків - 6,01 (6,03) ккал/моль, 
енергії ж ОН...МІ зв'язку в потрійному комплексі У 
Ота (Тһу) (рис.1) за участі дикето-таутомера 
складають 9,96 (10,00)  ккал/моль. Для вах 
вищезгаданих типів Н-зв'язків також спостерігаються 


істотне збільшення інтенсивності 57  0з/г валентних 


коливань в порівнянні з незбуреними мономерами, а 
також зміщення  позаплощинних  (оці-ої-ріапе) 
коливань в синю область спектру. Осібно стоїть 
С6Н...О зв'язок в потрійному комплексі У (рис. 1) та 
подвійному 1 (рис. 2). На відміну від інших взаємодій, 
він характеризується зсувом частоти валентного 
коливання У(СОН) в синю область, а довжина групи 
С6Н при Н-зв'язуванні майже не змінюється (зміна 
довжини лежить у межах  -0,003-0,007). Щодо 
інтенсивності валентного коливання У(С6Н), то у 
подвійних комплексах таутомерів (ла (Тһу) вона 
збільшується, а у потрійних - зменшується. Слід 
зазначити, що частота позаплощинного коливання 
Т(С6Н), як 1 у випадку традиційних Н-зв'язків, 
зростає. При цьому СӨН...О мае всі геометричні 
(характерний кут / ХН...У, відстані 4х. у, Ян у) та 
електронно-топологічні ознаки Н-зв'язку (наявність 
критичної точки ВСР (3,-1) та градієнтного шляху між 
воднем 1 акцептором, достатньо великі значення рвср 
та Ұ ыр тощо). Це дозволяє його віднести до 
категорії ЬІше-5рійіпе Н-зв'язків [25]. Цей термін 
вказує на те, що їх утворення супроводжується зсувом 
частоти валентного коливання в синю область (Біце- 
516). Існує точка зору [26], що всі Н-зв'язки ХН...У 
перебувають під впливом двох протилежних факторів: 
1) електронна афінність атому Х служить причиною 
накопичення електронної густини в районі зв'язку Х- 
Н у присутності акцептору У, що сприяє скороченню 
зв'язку Х-Н; 2) притягання між позитивно 
зарядженим воднем Н та акцептором Ү, що є 
причиною подовження Х-Н. У випадку традиційних 
Н-зв'язків з полярними групами Х-Н (Х-О, М) 
останній фактор завжди переважає. Що стосується 
зв'язків з неполярними групами С-Н, то в їх поведінці 
перший фактор може відігравати вирішальну роль. 
Інколи два чинники урівноважують один одного. Як 
наслідок, ця теорія пояснює і наявність червоного або 
синього зсуву (чи його відсутність) в ІЧ спектрах та 
зміни інтенсивності валентних коливань. На нашу 
думку, наявність зміщення в синю область може 
також зумовлюватися впливом сильного сусіднього 
Н-зв'язку в комплексі, який впливає на перерозподіл 
електронної густини в гетероциклічному кільці. 

Щоб краще дослідити природу Н-зв'язків у 
потрійних та подвійних комплексах таутомерів (та 


(для комплексів за участю Ту ситуація буде 
аналогічною), ми провели аналіз заселеностей 
молекулярних орбіталей МВО [23]. Результати аналізу 
наведені в табл. 5. У всіх випадках (включаючи 
нетрадиційні зв'язки СӨН..О) ми спостерігали 
перенесення електронної густини з  неподіленої 
електронної пари атому У на незв'язуючу орбіталь 


с групи Х-Н. Аналізуючи значення енергії 
орбітальної взаємодії Ес; (табл. 5,6), можна прийти до 
висновку, що вона дуже сильно залежить від природи 
атомів, що беруть участь в Н-зв'язку. Так, середнє 
значення Ес) для ОН... О взаємодій складає 41,2 
ккал/моль, в той час як для МН...О - 15,68 ккал/моль, 
для ОН...М - 38,05 ккал/моль та для СН..О - 22 
ккал/моль. У всі ці взаємодії залучена неподілена 
електронна пара акцептору Н-зв'язку У (У=О, М) та 
незайнята молекулярна орбіталь (С), (М), (О)-Н. 
Цікаво також порівняти значення часткових зарядів на 
атомах, отримані за допомогою  МВО та 
Малікенівського аналізів. Майже у всіх випадках 
величини О (МВО) більші, проте між ними та О (МШ!) 
1снуе непогана кореляція, коефіцієнт якої складає 
0,78. 

Крім оцінки ентальпії за Йогансеном, ми 
використали два інших підходи для встановлення 
міцності Н-зв'язків: метод ЕМЛ, що використовує 
значення локальної потенціальної енергії в критичній 
точці ВСР (3,-1) та оцінка за комплексним показником 
Грабовського Ах, який оперує змінами довжини 


А $ ху2 
зв'язку Х-Н та значень рвсрі У Ювср · ЯК ВИЯВИЛОСЬ, 


енергія Евмг у всіх випадках суттєво перевищує 
ентальпію -АН, що дозволяє її розглядати як верхню 
енергетичну межу певного Н-зв'язку. Проте -АН та 
Енмі. взаємопов'язані (коефіцієнт кореляції складає 
0,97). Також існує тісний зв'язок між -АН та 
показником Грабовського Асов (коефіцієнт кореляції — 
0,96, рис. 3 ). Раніше ми на прикладі всіх можливих 
конформерів канонічного нуклеозиду тимідину [27] 
вже продемонстрували адекватність Асю Для оцінки 
міцності Н-зв'язків. Коефіцієнт кореляції між Аъ та 
Евмі, складає 0,98, що не дивно, оскільки обидва 
параметри оперують величинами, пов'язаними з 
розподілом електронної густини в критичній точці 
ВСР (3,-1). Несподівано сильний взаємозв'язок (рис.) 
встановлено між енергією орбітальної взаємодії Е(>) та 
ентальпією -АН (коефіцієнт кореляції-0,97). Раніше в 
науковій літературі залежність між Ес) та міцністю Н- 
зв'язку не досліджувалася. 

Нарешті, ми оцінили (табл. 6) енергії взаємодії в 
потрійних та подвійних комплексах таутомерів Ота 
(Тһу) з урахуванням похибки суперпозиції набору 
базисних функцій (ВЅЅЕ) та порівняли їх з сумарними 
енергіями Н-зв'язків - ХАН та ХЕсмі. Виявилося, що в 
потрійних комплексах енергії взаємодії Енвззе СУТТЄВО 
перевищують —ХАН та ХЕсмі, що не дивно, беручи до 
уваги наявність координаційних зв'язків між Ма та 
таутомерами Шта (ТБу). Значення ЕзвзбЕ ДЛЯ 
подвійних комплексів менші, але все одно 
перевищують -ХАН та УЕкмі, (за винятком подвійного 
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комплексу 3 (рис. 2), в якому ХЕсмі> Енвззе). Отже, 
питання фізичної природи стабілізації модельних 
білково-нуклеїнових комплексів залишається 
відкритим і потребує подальшого дослідження. 


ВИСНОВКИ 


На рівні теорії ВЗ. У Р/6-311--ЕС(4,р) досліджено 
Н-зв'язки в подвійних та потрійних модельних 
комплексах таутомерів урацилу та тиміну СНЗСОО”: 
таутомер Ога(Тву) та СНЗСОО:  таутомер 
Ога(Тну): Ха". За допомогою МВО аналізу з'ясовано 
природу взаємодій. Встановлено, зокрема, що при Н- 
зв'язуванні відбувається міграція електронної густини 
з  неподіленої електронної пари атому Ү на 
незв'язуючу орбіталь 5. групи Х-Н. Деякі Н-зв'язки 
виявилися настільки сильними, що значення 
електронної густини та Лапласіану електронної 
густини в їх критичних точках ВСР (3,-1) 
перевищують допустимі межі Коха 1 Попельє. 
Проведено оцінку енергії Н-зв'язків та спектрально- 
коливальними, електронно-топологічними та 
геометричними параметрами. Продемонстровано 
сильний взаємозв'язок між комплексним показником 
Грабовського та ентальпією за Йогансеном АН. 
Вперше встановлено, що енергія орбітальної взаємодії 
Бо) для Н-зв'язків тісно пов'язана з ентальпією АН, а, 
отже, може використовуватися для оцінки їх енергії. 
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ФІЗИКО-ХІМІЧНІ ХАРАКТЕРИСТИКИ ВОДНЕВИХ ЗВ'ЯЗКІВ У МОДЕЛЬНИХ БІЛКОВО-НУКЛЕЇНОВИХ КОМПЛЕКСАХ 23 
ЗА УЧАСТІ ТАУТОМЕРІВ УРАЦИЛУ ТА ТИМІНУ. РЕЗУЛЬТАТИ КВАНТОВО-ХІМІЧНОГО МОДЕЛЮВАННЯ 


ФИЗИКО-ХИМИЧЕСКИЕ ХАРАКТЕРИСТИКИ ВОДОРОДНЫХ СВЯЗЕЙ В МОДЕЛЬНЫХ БЕЛКОВО- 
НУКЛЕИНОВЫХ КОМПЛЕКСАХ С УЧАСТИЕМ ТАУТОМЕРОВ УРАЦИЛА И ТИМИНА. РЕЗУЛЬТАТЫ 
КВАНТОВО-МЕХАНИЧЕСКОГО МОДЕЛИРОВАНИЯ 


Юренко Е.П. 


Квантово-химическими методами на уровне теории ВЗГ/ҮР/6-311---С(4,р) исследованы водородные связи в двойных и 
тройных модельных комплексах таутомеров урацила и тимина и СНЗСООи СНЗСОО Ма”. С помощью анализа МВО 
установлено, что при Н-связывании происходит миграция электронной плотности с неразделенной электронной пары атома 
У на несвязывающую орбиталь о’ группы Х-Н. Значения электронной плотности и Лапласиана в критических точках 
(3,-1) некоторых водородных связей превышают допустиме границы Коха и Попелье, что свидетельствует о высокой 
энергии связывания. Впервые показано, что энергия орбитального взаимодействия Ес) для водородных связей тесно 
связана с энтальпией АН и может быть использована для оценки их прочности. 


Ключевые слова: модельные белково-нуклеиновые комплексы, прототропная таутомерия, урацил, тимин. 
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Проведено исследование комбинированного воздействия электромагнитного излучения миллиметрового диапазона (ЭМИ 
| 2 А 2 

мм-диапазона) (/ - 37,5 ГГц, Р = 10 мВт/см') и акустических волн (/ = 1000 + 4000 Гц, Рередне < 7 МВт/см” ), на суспензию 

микроводорослей, взятых из открытых водоёмов Харьковской области, для определения резонансных частот. 


Ключевые слова: резонанс, микроводоросли, ЭМИ мм-диапазона, пьезо-злемент, акустическое воздействие, гидратация. 


ВВЕДЕНИЕ 
Жизнедеятельность живых систем разных 
уровней организации от простейших, бактерий, 


вирусов До организма человека сопровождается 


различными видами волновых процессов 
электромагнитного И акустического характера. 
Основными источниками электрических И 


электромагнитных полей в биологической системе 
является нервная, мышечная, а также метаболическая 
активность. Зная частоты метаболической активности 
тех или иных агентов, можно воздействовать на них 
частотными колебаниями, которые будут нарушать их 
собственные ритмы и тем самым подавлять их 
нормальную метаболическую активность На 
основании многочисленных экспериментов была 
накоплена информация о резонансных частотах 
различных микроорганизмов, включая, бактерии и 
вирусы; большинство частот лежат в кило- и 
мегагерцовом диапазоне [1, 2]. Этот подход, несмотря 
на неоднозначность положительных и отрицательных 
моментов его применения, используется в терапии 
заболеваний, патогенез которых связан с разного рода 
инфекциями. 
Акустическое управление отдельными, или 
группой клеток является широкой областью 
исследования с возможным практическим 
приложением, например, в медицине, для ускорения 
проведения серологических реакций, реакции 
агглютинации, проведения иммуносуспензионного 
анализа. Первичным механизмов действия звуковых и 
ультразвуковых колебаний является перераспре- 
деление клеток в объеме под действием сил, 
действующих в акустическом поле на клетки в целом 


и вступающих с ними в механический резонанс [3,4], 
или на отдельные мембранные структуры, например 
рецепторные комплексы [5] или липидный бислой [6]. 

Резонансные частоты, на которых вода и биоткани 
являются относительно «прозрачными» для мм- 
радиоволн, известны и составляют 50 ГГц, 65 ГГц, 
100 ГГц, 130 ГГц [7,8]. Резонансные частоты 
интенсивно исследуются в дальнем инфракрасном, 
или терагерцовом диапазоне радиоволн, который 
интересен по причине наличия в нем линий 
поглощений, обусловленных  колебательньми и 
вращательными модами атомов белковых молекул 
вещества [9,10], а также межмолекулярных 
колебаний водородных связей в биологической 
системе (11, 12). Эксперименты, проведенные на 
суспензии эритроцитов и плазме крови, показали, что 
резонансное взаимодействие ЭМИ  терагерцового 
диапазона при несущей частоте / = 0,89 ТГц 
находится в области модуляции частот больших чем 
500 Гц [13]. 

Под резонансом обычно понимают увеличение 
отклика биологической системы при различных 
периодических воздействиях имеющих материальную 
природу. Под откликом биологической системы мы 
понимает увеличение/уменьшение процессов 
жизнедеятельности (например, фотосинтез, для 
микроводорослей) биологических систем разных 
уровней организации. Результат этого взаимодействия 
фиксируется с помошью измерительно- 
регистрируюшего комплекса в области дисперсии 
диэлектрической проницаемости свободной воды, 
приходящейся на мм-диапазон радиоволн (/- 10 - 50 
ГГц). Периодическое воздействие (механическое, 
тепловое, электромагнитное, гравитационное и т.д.), 
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вызывающее реакцию в биологической системе 
достаточно высокого уровня организации живого и 
фиксируемое по соотношению количества связанной 
и свободной воды, может служить индикатором 
состояния этой системы. Основываясь на том факте, 
что фотосинтетическая активность водорослей тесно 
связана с состоянием воды в клетке и уровнем 
гидратации клеточных структур [14, 15], состояние 
этой живой системы определяется как «дискомфорт» 
при увеличении свободной воды и, соответственно, 


увеличение связанной воды определяется, как 
«комфорт». 
Поэтому целью настоящей работы является 


выявление резонансных частот путем применения 
комбинированного воздействия ЭМИ мм-диапазона и 
акустических волн на микроводоросли. 


МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ 


Для решения поставленной цели нами был 


модернизирован аппаратурно-регистрирующий 
комплекс [16] специально под задачу поиска 
резонансных частот биологической системы 


микроводорослей при комбинированном воздействии 
волн электромагнитного и акустического диапазонов, 
путём введения специально разработанной 
измерительной кюветы, расположенной на пьезо- 
элементе, в 8-мм волноводный тракт (рис. 1). 
енератор 
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Рис.1. Аппаратурно-регистрируюший комплекс для 
измерения электромагнитного отклика биологических 
обьектов в мм-диапазоне длин волн при помощи пьезо- 
злемента. 


Управление пьезо-элементом осуществлялось ПК 
по специально разработанной программе, задающей 
режимы модуляции, В качестве основного 
режима являлся «з\еер» акустических частот 
(7 = 1000-4000 Гц). Измерительный сигнал поступал с 


детектора линии Р1-39 на предварительный 
усилитель, с выхода которого через АЦП, подавался 
на ПК. В качестве детектора использовался диод 
3А123 кристаллическо-планарной структуры с 
барьером Шоттки. 

Математическая обработка полученного массива 
данных осуществлялась с помощью разработанного 
программного обеспечения накопления сигнала с 
применением метода быстрого Фурье преобразования. 
При этом, исходя из частотных возможностей 
аппаратурного комплекса и программы обработки, это 
преобразование соответствовало примерно 42 
статистически независимым опытам. Частота 
дискретизации составляла 96 кГц 16-ти разрядного 
двоичного кода. Объем массива - до 47 Мб, 
длительность регистрации - до 230 сек в зависимости 
от поставленной задачи. 

Использовался метод квази-стоячей волны, при 
этом, вместо коротко-замыкающего поршня, на конце 
миллиметрового волновода размещалась 
измерительная кювета на пьезо-кристалле с обратным 
пьезо-эффектом. Амплитуда механических колебаний 
< 0,01 24, где 4, - длина электромагнитной волны в 
волноводе [13]. 

В рабочий объем кюветы дозатором помещалась 
исследуемая суспензия Г = 275 мкл. В начале каждого 
эксперимента проводилась калибровка по 
дистиллированной воде. Максимальный временной 
интервал между регистрацией дистиллированной 
воды и суспензиеи микроводорослей не превышал 5 
минут. В процессе записи контролировались 
параметры мм-части измерительно-регистрирующего 
комплекса (частота, мощность). Таким образом, на 
исследуемый обьект (суспензия микроводорослей) 
осуществлялось синхронное воздействие двух видов 


физических полей - электромагнитного и 
акустического. 

Электромагнитное поле (/несущая 37 ГГц), 
создаваемое внутри прямоугольного волновода 


сечением 5,2 х 3,4 мм и модулированное меандром, 
или набором частот до нескольких килогерц по 
интенсивности, воздействует на молекулы воды, 
входящей в состав исследуемой суспензии. 
Нелинейность процессов взаимодействия позволяет 
выделять В спектре воздействия на 
макромолекулярные комплексы микроводорослей 
низкочастотную составляющую электромагнитного 
поля для детектирования возможного резонансного 
взаимодействия. 

Акустическое воздействие на исследуемую 
суспензию, создаваемое в размещенной в полости 
волновода пьезо-кюветы с обратным пьезо-эффектом, 


позволяет, с одной стороны, упорядочить 
микроводоросли, имеющих соответствующую 
анизотропию, что усиливает высокочастотный 
электромагнитный сигнал соответствующей 


поляризации [17,18]; с другой стороны, в системе 
вода-мембрана-внутриклеточные структуры, выйти на 
длинноволновою часть акустического (звукового, 
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механического) резонанса, который, в свою очередь, 
должен проявиться в электромагнитном спектре. 

В ходе эксперимента регистрировался 
электромагнитный сигнал с выхода детекторной 
секции, зонд которой был расположен на расстоянии 
3-х длин волны в волноводе (Дьолновод) ОТ 
измерительной кюветы. Так как измерительная 
кювета на пьезо-элементе помещена в 8-мм волновод 
и является неотъемлемой частью конструкции 
измерительного миллиметрового комплекса, то 
измеряемый сигнал О (в децибелах, дБ) 
пропорционален реальной части (=) комплексной 
диэлектрической проницаемости (=*). Увеличение 
показателя (/, дБ свидетельствует об увеличении 
параметра є" и уменьшении гидратации клеточной 


системы [16] и, соответственно, снижению 
фотосинтеза. 

Объектами исследования являлись образцы 
микроводорослей, взятые из открытых водоёмов, 
обеспечивающие питьевой ВОДОЙ население 
Харьковской | области. В объеме образцов 
превалировали одноклеточные формы - 


представители отделов цианобактерий и зеленые 
водоросли. Забор воды проводился из прибрежных 
зон в летне-осенний период; образцы сохранялись в 
лабораторных условиях при температуре / = 20 = 2 °С 
при искусственном освещении 6,6 7,4 лк. 
Дополнительный контроль состояния микро- 
водорослей осуществлялся с помощью микроскопа. 


РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ 


На рисунке 2 приведен результат обработки 
спектрального распределения воздействия акусти- 
ческих волн в «ѕуеер-режиме» на кювету с водой 
(адуа) и суспензией микроводорослей (а]гае), из 
которого видно отличие в начале области 
акустического резонанса (1820 Гц ~ 1920 Гц), при 
этом данные, полученные по образцам “адуа” и 
“арас” вискозиметром с рабочим ходом 300 мм и 
относительной точностью 0,5%, не отличались 
(измерения вискозиметром проводились на нулевой 
частоте). 

Выше отмечено, что методом диэлектрометрии в 
области дисперсии диэлектрической проницаемости 
свободной воды была выявлена тесная связь 
фотосинтетической активности водорослей и уровнем 
гидратации клеточных структур [14,15]. Было 
показано, уровень фотосинтеза в культуре клеток 
Статуаотопав гетйагат Рапе. и СШогейа миіосагіз 
Веег. тем выше, чем больше гидратированы 
мембранные и внутриклеточные структуры 
микроводорослей, т.е. чем больше количество 
связанных молекул воды с биологической системой. 
Поэтому, вводимое только для понимания этих 
результатов специалистами других областей, понятие 
“комфорт-дискомфорт“ качественно отражает уровень 
фотосинтеза. 


На рис. 3 представлена частотная зависимость 
комбинированного воздействия ЭМИ мм-диапазона и 
акустических волн на суспензию микроводорослей. 
Из рисунка видно, что в диапазоне частот модуляции 
миллиметрового излучения  /- 1000-4000 Гц 
выделились частоты, на которых усилился 
электромагнитный отклик от микроводорослей: при 
этом частота 1524 Гц характеризует суспензию 
микроводорослей увеличением количества свободной 
воды (состояние «дискомфорта»); на частотах 1981 Гц 
и 2287 Гц отчетливо прослеживается увеличение 
гидратации (состояние «комфорта»). 
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Рис. 2. Частотная зависимость акустического воздействия 


на суспензию микроводорослей (а]гае) и дистилли- 
рованную воду (адуа). По оси ординат - уровень 
электромагнитного сигнала на частоте 37 ГГц (без 


модуляции). 
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Рис.3. Частотная зависимость комбинированного 
воздействия ЭМИ мм-диапазона и акустических волн на 
суспензию микроводорослей. По оси ординат: разность 
текущего уровня и контрольного  безакустического 
воздействия. По оси абсцисс: частота модуляции ЭМИ мм- 
диапазона волн. Черная линия - участок «ву/еер-режима» 
акустических волн 1000 -- 2000 Гц, пунктир - 2000 -- 3000 
Гц, серая линия - 3000 -- 4000 Гц. 


Полученные результаты показывают  низко- 
частотную часть спектра возникаюших резонансов 
при взаимодействии акустического и 
модулированного низкой частотой злектромагнитного 
сигнала миллиметрового диапазона. При зтом можно 
обозначить поле частот модуляции /- 1900 + 2900 Гц 
для электромагнитной части и / = 2000 ~ 3000 Гц – 
для акустической части как комбинированное 
воздействие на суспензию микроводорослей. Надо 
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учитывать, что в механизмах взаимодействия в этой 
области частот участвует целая клеточная система, 
включая её водное окружение, в отличие от высоких 
частот модуляции (доли и единицы мегагерц), где 
находится область резонансного взаимодействия 
липидного бислоя мембраны. 

Природные частоты биологических резонансов, 
как правило, лежат в пределах частот 
миллиметрового диапазона радиоволн, и 
наблюдаются на разньх уровнях организации живого 
— атомно-молекулярном [19], клеточном [20] и 
организменном [21]. На сегодняшний день 
высказано много предположений об эффектах 
воздействия миллиметровых волн на клетку и 
многие сводятся к опосредованному влиянию через 
водное окружение, играющее жизненно 
необходимую роль в функционировании целостной 
биологической системы. Однако, легковозбудимые 
миллиметровые резонансы сильно демпфированы 
водным окружением биологической системы и, 
вклад миллиметрового излучения в резонансное 


взаимодействие биологической системы с 
электромагнитным полем незначителен [22]. 
Следуя высказанным предположениям, что мм- 
волны в мембране клетки возбуждают 
акустоэлектрические колебания, с помощью 
которых осуществляется управление 
внутриклеточными сигналами, необходим поиск 
частот | злектромагнитного и акустического 
комбинированного взаимодействия при низких 


частотах модуляции, которые могут возбуждать те 
же самые механизмы управления клеткой [23]. 

Полученные результаты также дают возможность, 
комбинируя и подбирая частоты ЭМИ мм-диапазона и 
акустических волн, создавать устройства управления 
процессами жизнедеятельности микроводорослей, 
например, в биореакторах при синтезе различных 
органических веществ. 

В заключении хотелось бы отметить достаточно 
близкое совпадение с исследованиями по 
стафилококкам [2], у которых начальная граница 
резонансных частот составила 4 кГц, которые 
представляют собой резонанс целой клетки. Далее 
следующие по спектру частоты, доходящие до единиц 
мегагерц, связаны с резонансами внутриклеточных 
структур - это частоты близкие к 10 МГц, которые 
соответствуют частотам, возникающим при 
преобразовании электромагнитной энергии в 
акустоэлектрический резонанс липидного бислоя 
мембраны. 

Таким образом, общее поле спектрального 
воздействия на клетки размера от 1 мкм до 7 мкм 
находится в пределах единиц килогерц и долей и 
единиц мегагерц для внутриклеточных структур, но 
эта область граничит с гиперзвуком и механизмы 
физического возбуждения этого воздействия 
представляют определенные технические трудности, 
связанные с вводом гиперзвука в рабочую область 
кюветы. 


ВЫВОДЫ 


1. Определена область акустических частот (/ = 
1730 = 1990 Гц) для суспензии микроводорослей, в 
которой происходит увеличение гидратации клеток, 
фиксируемое с помощью метода диэлектрометрии в 
области дисперсии диэлектрической проницаемости 
свободной воды. 

2. Комбинированное воздействие акустических 
волн и ЭМИ мм-диапазона с амплитудной 
модуляцией определяет область резонансных частот 
для суспензии микроводорослей: для ЭМИ мм- 
диапазона - это / = 1900 - 2900 Гц, для акустических 
волн - / = 2000 - 3000 Гц. Можно констатировать 
существенное перекрытие частотных диапазонов для 
акустических волн и модулированных практически 
тем же диапазоном частот ЭМИ мм-радиоволн. 
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ГИ. Корж В.Г. Метод оценки электромагнитного 


ЗАСТОСУВАННЯ КОМБІНОВАНОГО ВПЛИВУ ЕЛЕКТРОМАГНІТНИХ І АКУСТИЧНИХ ХВИЛЬ НА 
МІКРОВОДОРОСТІ ДЛЯ ВИЯВЛЕННЯ РЕЗОНАНСНИХ ЧАСТОТ 


Колесніков В.Г., Древаль Н.В. 
Проведено дослідження комбінованого впливу електромагнітного випромінювання міліметрового діапазону (ЕМВ мм- 


діапазону) (Г = 37,5 ГГц, Р = 10 мВт/см?) та акустичних хвиль (/ = 1000 + 4000 Гц, Р,.гедше < 7 мВт/см? ) на суспензію 
мікроводоростей відкритих водоймищ Харківської області з метою визначення резонансних частот. 


Ключові слова: резонанс, мікроводорості, ЕМВ мм-діапазону, п'єзо-елемент, акустичний вплив, гідратація. 


АРРИСАТТОМ ОЕ ТНЕ СОМВІМЕр 1МЕГОЕМСЕ ОЕ ЕГЕСТКОМАСХЕТІС АХО АСОСВТІС МАУЕЅ ОМ 
МІСКОАТ САЕ КОК рЕТЕСТІОМ ОЕ КЕЅОМАМТ ЕКЕООЕМСІЕЅ 


Коіезпікоу У.С., Огеуа! М.У. 


Тһе шуезисаноп ої сотбіпеа іпйцепсе ої е]естотазпейс птадіайоп ої Боб тіітеѓег Ёгедиепсу гапее (ЕМІ тт-гапое) (/- 37,5 
СНІ, Р = 10 паМ//ст') апа асоч$Ис хуауев (/ = 1000 - 4000 Н?, Р< 7 паМ// ст) оп тісгоаїгає затріез ої ореп гезегуойз ої 
КБа!{Коу геріоп №1 аіт ої аѕѕеѕѕіпо ої гезопапсе Недиепсез мав сагле4 оці. 


Кеу моға8: теѕопапсе, тісгоаїває, ЕМІ пит-гапее, ріе2о-е!ететі, асоџѕіс аспоп, Будгайоп. 
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Стаття присвячена скринінгу хімічних сполук з класу похідних хіноліну та тріазолопіримідину та вивчення їхнього впливу 
на активність Н,К -АТФази плазматичних мембран парієтальних клітин слизової оболонки шлунка щурів. Встановлено 
інгібіторний ефект на активність ферменту для двох сполук: етиланілін-8-метоксі-3-хінолінкарбоксилат (171788) та 
3-пропіл-8,9,10,11-тетрагідро[4,5 ]тієно[3 ,2е][1 2,4]тріазоло[4,3с]піримідин (208604). 


Ключові слова: Н',К'-АТФаза, паріетальні клітини, похідні хіноліну та тріазолопіримідину. 


ВСТУП 


Останнім часом серед населення багатьох країн, в 
тому числі України, спостерігається прогресуюче 
поширення патологій органів травлення, зокрема 
хвороб  шлунково-кишкового тракту. Однією з 
найпоширеніших патологій органів травлення є 
виразкова хвороба шлунка (ВХШ). За даними 
статистики ВХШ в Україн поширена у 10% 
дорослого населення [1]. Небезпека захворювання, 
насамперед пов'язана з виникненням рецидивів 1-2 
рази на рік, які є причиною розвитку ускладнень 
(масивні гастродуоденальні кровотечі, пенетрація та 


перфорація виразки,  малігнізація тощо) та 
хірургічних втручань [2]. 
В комплексній терапії виразки шлунка 


ефективним підходом є застосування блокаторів 
протонного насосу — похідних бензімідазолу 
(омепразол, лансопразол, рабепразол, пантопразол 
тощо), дія яких направлена на інгібування ключового 
ферменту синтезу соляної кислоти парієтальними 
клітинами слизової оболонки шлунка - НК. 
АТФази. Зв'язуючись з 5Н-групами ферменту шляхом 
необоротного блокування та формуючи дисульфідний 
зв'язок похідні бензімідазолів пригнічують активність 
Н”К -АТФази за рахунок інгібування стадії калій- 
залежного дефосфорилювання ферменту [3]. Значним 
недоліком похідних бензімідазолів є їхній вплив на 
рівень сироваткового гастрину в крові з подальшим 
розвитком гіперплазії ЕСІ-клітин, що призводить до 
виникнення карциноїдного синдрому шлунка [4]. 
Отже, пошук ефекторів, селективних інгібіторів, які 


були здатні спрямовано впливати на активність 
досліджуваного ферменту є важливим, як з 
фундаментальної, так і з практичної точки зору. 

У останні роки велика кількість робіт направлена 
на дослідження інгібіторних властивостей сполук, які 
відносяться до групи К -конкурентних інгібіторів 
Н”,К -АТФази [5, 6]. Серед таких інгібіторів найбільш 
широко вивчаються похідні хіноліну і 
тріазолопіримідину. На основі даної групи сполук 
ведуться спроби синтезувати новий клас інгібіторів 
протонної помпи для лікування виразкової патології. 
Дана група інгібіторів має переваги над похідними 
бензімідазолів. По-перше, сполуки цієї групи здатні 
впливати на фермент швидше та період їх інгібіторної 
дії є малим, в порівнянні з похідними бензімідазолів. 
Така властивість має велике значення при пригніченні 
секреції соляної кислоти в залежності від фаз та 
стадій виразкового захворювання у шлунку. По-друге, 
зв'язуючись з певними сайтами молекули ферменту 
вони не здатні порушувати нативну конформацію 
ензиму, таким чином необхідність відновлення 
структури до синтезу молекули Н/,К -АТФази ае поуо 
відсутня. В-третіх, сполукам з групи конкурентних 


а пе 1 
інгібіторів Н,К-АТФази властива інша 
фармокінетика. 

Метою роботи було проведення скринінгу 


їй А ЕН: ВА 
потенційних інгібіторів активності Н ,К -АТФази 
плазматичних мембран парієтальних клітин шлунка 
щурів та вивчення їхнього впливу на функціонування 


ферменту. 
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МАТЕРІАЛИ І МЕТОДИ 


Досліди проводили на нелінійних білих щурах- 
самцях масою 220 - 250 г (п-21). Тварин піддавали 
декапітації. 

Парієтальні клітини виділяли із загальної фракції 
клітин слизової оболонки шлунка та підраховували за 
методикою [7]. Отримання фракції плазматичних 
мембран проводили за рекомендаціями [8] 
центрифугуванням на 30% сахарозному градієнті 
(густина 1,127). 

Потенційні інгібітори НК. -АТФази: етил-4- 
бензиламіно-8-метил-3-хінолінкарбоксилат (171723), 
етил-4-(2-етиланілін)-8-метоксі-3-хінолінкарбоксилат 
(171788), етил-4-(2-толуідин)-3-хінолінкарбоксилат 
(42130) та 3-пропіл-8,9,10,11-тетрагідро[4,5]т1єно[3,2- 
е][1,2,4]тріазоло[4,3-с]піримідин (208604) застосо- 
вували в концентрації 50 мМ. Досліджувані сполуки 
були синтезовані у відділі комбінаторної хімії 
Інституту молекулярної біології 1 генетики НАН 
України. Активність | НК. -АТФази визначали 
методом [9] 1 розраховували за кількістю неорга- 
нічного фосфату (в нмоль Ф, за хв на мг білка) [8]. 

Експериментальні дані оброблялись статистично з 
використанням /- критерію Ст'юдента. Статистичний 
аналіз одержаних даних здійснювали в режим! 
програмного забезпечення Ехсе/- 2000. 


РЕЗУЛЬТАТИ ТА ЇХ ОБГОВОРЕННЯ 


Нами було проведено скринінг сполук, які 
володіли інгібіторними властивостями по 
відношенню до досліджуваного ферменту. Вибір 
потенційних інгібіторів проводилось за методиками 
ЗАВ (бітісіше Асйуйу Кејайопѕһір). Принцип методу 
полягає в тому, що структура сполук з відомою 
біологічною активністю порівнюється між собою, 
після чого визначаються функціонально важливі 
групи 1 будується загальна абстрактна модель 
інгібітору. Абстрактна модель порівнюється з 
сполуками з невідомою активністю 1 на основі цього 
порівняння з первинного набору сполук для 
біологічного тестування обираються найбільш 
потенційно активні інгібітори. 

Відбір інгібіторів проводився по принципу най- 
більшої структурної схожості з відомими оборотними 
інгібіторами Н”К -АТФази серед основних 
структурних класів хімічних сполук - хінолінів, 
поліфенолів та похідних тріазолопіримідину. 

В результаті | проведеного скринінгу, як 
потенціальні інгібітори, були вибрані наступні 
сполуки, хімічні назви і формули, яких наведені у 
табл. 1. 

Три сполуки, які було відібрано для подальшого 
дослідження відносяться до класу хінолінів, одна до 
класу тріазолопіримідинів. Обрані сполуки були 
перевірені на токсичність за правилами Ліпинського 1 
Крамера. Потенційні інгібітори НК -АТФази обох 
класів є оборотними 1 конкурентними по відношенню 


. . Ж .. 
до їонів К’ а їх зв'язування з ферментом 
взаємовиключаюче, що дозволяє припустити, що 
сайти зв'язування в них частково перекриваються. 


Таблиця 1. 
Хімічні назви та формули сполук, потенційних 
інгібіторів Н/,К'-АТФази 


Со Хімічна назва орма 
М інгібітору рму 
ез 
С 
Етил-4-бензиламіно- “м о 
171723 8-метил-3- Ц 
хінолінкарбоксилат зн о о 
ре Е 
2 | х 
Етил-4-(2- ЗУМ о 
171788 етиланілін)-8- 79 2 
метоксі-3- | 
хінолінкарбоксилат ЗА т 
о 
Й С. о 
2130 Етил-4-(2-толуідин)- 
3-хінолінкарбоксилат > о 
МЕ 
3-пропіл-8,9,10,11- 
тетрагідро[4,5]тієно[ 
208604 3,2- 
е][1,2,4]тріазоло[4,3- 
с|піримідин 


Для перевірки наявності інгібіторного впливу цих 
сполук на К -залежну АТФ-азну активність фракції 
апікальних плазматичних мембран парієтальних 
клітин шлунку щурів, їх застосовували в концентрації 
50 мМ. Дана концентрація вища за ІСзо більшості 
відомих інгібіторів Н',К'-АТФази, тому дозволяє з 
високою ступінню вірогідності робити висновки про 
інгібіторні властивості даних сполук та служить 
відправною точкою для визначення Су. Вибір 
кверцетину у | якості | контролю в наших 
експериментах, можна пояснити тим, що Згідно з 
сучасними роботами (10, 11], для перевірки системи 
тестування потенційних інгібіторів у дослідженнях 
використовують найбільш відомі сполуки, які 
володіють інгібіторними властивостями на даний 
ензим та на фоні впливу ними на активність ферменту 
оцінюють інгібіторні властивості нових сполук. 


ВПЛИВ ПОХІДНИХ ХІНОЛІНУ ТА ТРІАЗОЛОПІРИМІДИНУ НА АКТИВНІСТЬ 31 
Н',К"-АТФази ПАРІЄТАЛЬНИХ КЛІТИН СЛИЗОВОЇ ОБОЛОНКИ ШЛУНКА 


Отримані нами дані інгібіторного впливу сполук 
на активність НК -АТФази можна пояснити 
існуванням різних реакційно-здатних функціональних 
груп, за якими дані сполуки відрізняються між собою, 
що може свідчити про наявність цих функціональних 
груп в молекулі активного центру досліджуваного 
ферменту. 

Неповне пригнічення активності НК -АТФази, 
яке нами було помічено при дослідженні впливу 
хімічних сполук, що відносилися до класу хінолінів: 
171723 та 42130, можна пояснити, спираючись на 
механізм дії даних сполук, по аналогії з відомими 
інгібіторами [12], який проявляється у К- 
конкурентному інгібуванню білкової молекули. Це 
нам дає можливість припустити, що дані сполуки при 
досліджуваній | концентрації проявляли низьку 
спорідненість до ферменту в катіонзв”язуючому 


центрі. 

У результат наших експериментів було 
встановлено  інгібіторний ефект на активність 
ферменту двох сполук: 171788, що відноситься до 
класу хінолінів та 208604 - з класу похідних 
піримідину, рис. 1. Для решти сполук при 


досліджуваній концентрації спостерігалось зниження 
. + т-+ : А са 
активності Н`,К -АТФази за відсутност його 
пригнічення. 
180 
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Рис. 1. Вплив сполук з інгібіторними властивостями на 
активність Н/,К -АТФази парієтальних клітин шлунку 
щурів; (М «пі, п =7): 1 - контроль, 2 - кверцетин, 3 — 
171723, 4 — 171788, 5 - 42130, 6- 208604 


Активність Н*,К*-АТФази, 
нмоль Фн/хв мг 


Отримані нами дані інгібіторного впливу сполук 
на активність Н'’К'-АТФази можна пояснити 
існуванням різних реакційно-здатних функціональних 
груп, за якими дані сполуки відрізняються між собою, 
що може свідчити про наявність цих функціональних 
груп в молекулі активного центру досліджуваного 
ферменту. 

Неповне пригнічення активності НК -АТФази, яке 
нами було помічено при дослідженні впливу хімічних 
сполук, що відносилися до класу хінолінів: 171723 та 
42130, можна пояснити, спираючись на механізм дії 
даних сполук, по аналогії з відомими інгібіторами 


[12], який проявляється у | К -конкурентному 
інгібуванню білкової молекули. Це нам дає 
можливість припустити, що дані сполуки при 
досліджуваній | концентрації проявляли низьку 
спорідненість до ферменту в катіонзв”язуючому 
центрі. 


ВИСНОВКИ 


Таким чином, отримані нами результати 
скринінгу сполук з класу хінолінів та похідних 
тріазолопіримідину та вивчення їхнього впливу на 
активність ферменту можуть стати основою для 
розробки нових фармакологічних препаратів у якості 
ефективних інгібіторів Н/,К -АТФази. 
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ВЛИЯНИЕ ПРОИЗВОДНЫХ ХИНОЛИНА И ТРИАЗОЛОПИРИМИДИНА НА АКТИВНОСТЬ Н",К'-АТФазь 
ПЛАЗМАТИЧЕСКИХ МЕМБРАН ПАРИЕТАЛЬНЫХ КЛЕТОК СЛИЗИСТОЙ ОБОЛОЧКИ ЖЕЛУДКА 


Строцкая Е.А., Раецкая Я.Б., Остапченко Л.И., Грищенко А.А. 

Статья посвящена скринингу химических соединений: производных хинолина и триазолопиримидина, и изучению их 
+ 

влияния на активность Н’К’-АТФазы плазматических мембран париетальных клеток желудка крыс. Установлен 

ингибиторный эффект на активность фермента плазматических мембран париетальных клеток для двух соединений: этил-4- 


(2-этиланилин)-8-метокси-3-хинолинкарбоксилат (171788) и 3-пропил-8,9,10,11-тетрагидро[4,5]тиено[3,2-е][1,2,4]триазоло 
(4,3-с|пиримидин (208604). 


Ключевые слова: Н”,К”-АТФаза, париетальные клетки, производные хинолина и триазолопиримидина. 


СНЕМІСАЇ, $0ВЅТАМСЕЅ ПМЕГОЕМСЕ (ООТХОТЛМЕ- АХО ТВІА7ОГОРУВІМІРІХЕ-рЕВІУАТЕЗ8) ОМ ТНЕ Н*,К*- 
АТРазе АСТІУІТҮ ЕКОМ МОСОСЅ СОАТ ОЕ 5ТОМАСН РАВЕТТАГ СЕТ 5 РГАЗМА МЕМВАМЕ 


$(гоќ5Ка Е.А., КаеќѕКа Үа.В., ОзбарсһепКо І..І., бгізһепКо А.А. 


И мчав 8Кидіс8 8сгеепіпе, сотроипіѕ (дшіпоПпе- апа ігізго/оругішійіпе-дегіуайуев) оп Н/,К -АТРазе аснуНу ої гаёз рамеа! сеї 
р!азта тетбгапе. Порібогу еҝесі ог буо сотроип4$: ећу1-4-(2-еһуІапіШпе)-8-тећоху-дшпоіпесагрохуіс (171788) апа 3- 
ргору!-8,9,10,11-сеїгапудто| 4,5 @лепо[3,2-е][1,2,4,6тат7о10[4,3-с]ругии те (208604), уаз ез(аҺ1вһейа. 


Кеу моғав: НК -АТРаве, рамейа сеЙз, дміпоїіпе- апа ігіахоїоругітідіпе-дегіуабуєз. 


Фізика живого, Т. 18, Мо 3, 2010. С.33-35. 
© Калінін І.В., Цудзевич Б.О., Петрук Н.А. 


УДК 577.1:574.2:615.9 


Рһуѕісѕ ої "Фе АПуе 
уууум ара. епсе-сепќег,пеќё 


ВПЛИВ ВАЖКИХ МЕТАЛІВ НА СПЕКТРАЛЬНІ ХАРАКТЕРИСТИКИ МЕТАЛОТІОНЕЇНІВ 
ПЕЧІНКИ ЩУРІВ 


Калінін І.В., Цудзевич Б.О., Петрук Н.А. 


ННЦ «Інститут біології» Київського національного університету імені Тараса Шевченка, Україна 
е-тай: кайп@гат Ыег.ги 


Надійшла до редакції 11.03.2010 


Досліджено спектральні властивості металотіонеїнів печінки щурів при інтоксикації міді сульфатом 1 кадмію сульфатом. 
Встановлено чотири ізоформи металотіонеїнів та їх міжгрупові відмінності, а також обчислено співвідношення показників 


світлопоглинання між різними ізоформами. 


Ключові слова: металотіонеїни, УФ-спектри, міді сульфат, кадмію сульфат. 


ВСТУП 


Металотіонеїни - це група низькомолекулярних 
цитоплазматичних білків, що пов'язані з розвитком 
адаптаційних відповідей до несприятливих факторів 
середовища, як природного, так 1 техногенного 
походження та їх дія направлена переважно на 
молекулярні механізми, що відповідають за 
збереження гомеостазу. Металотіонеїни різних класів, 
різноманітної тканинної і таксономічної належності 
дещо відрізняється співвідношенням амінокислотних 
залишків, але їх хімічні 1 біологічні властивості, що 
визначаються молекулярною масою, макрострук- 
турою є ідентичними [1]. 

Металотіонеїни виконують в 
різноманітні та важливі 
функції не тільки гомеостатичного, але й 
регуляторного характеру, приймають участь в 
процесах проліферації 1 диференціації клітин, в 
ембріональному 1 постнатальному рості та розвитку, в 
захисті ембріону і дорослого організму від токсичної 
дії важких металів, активних форм кисню та інших 
різноманітних ксенобіотиків [2, 3]. 

Організм може реагувати на забруднення зміною 
не лише вмісту металотіонеїнів, але 1 їх якісного 
складу шляхом експресії різних 1зоформ та 
співвідношення вмісту ессенціальних та токсичних 
металів у їх складі |4, 5|. Дослідження характеристик 
металотіонеїнів є трудомістким процесом та потребує 
певного обладнання. Актуальним є дослідження 
спектральних характеристик металотіонеїнів, 
особливостей їх тканинного та внутрішньоклітинного 
розподілу, а також участь у механізмах детоксикації. 

Метою наших досліджень було вивчення 
спектральних властивостей ізоформ металотіонеїнів 
печінки щурів та встановлення їх ролі у 
детоксикаційних процесах важких металів. 


організмі 
біохімічні 1 фізіологічні 


МАТЕРІАЛИ І МЕТОДИ 


Досліди проводили на білих нелінійних щурах- 
самцях, одного віку, масою 180-200 г., впродовж 14 
діб. Щури було поділено на три групи тварин: перша 
- інтактні (контроль), друга - тваринам перорально 
вводили розчин міді сульфату в дозі 1/10 від ЛД;о, 
третя - тваринам перорально вводили розчин кадмію 
сульфату в дозі 1/30 від ЛДу. Після закінчення 
експерименту щурів декапітували під ефірним 
наркозом та відбирали тканини печінки для 
подальших досліджень. Вся робота проводилась 
відповідно до конвенції Ради Європи щодо захисту 
хребетних тварин, яких використовують у наукових 
цілях. 

Металотіонеїни з тканин печінки виділяли 
шляхом гель-фільтрації, а ізоформи металотіонеїнів — 
шляхом іонообмінної хроматографії [6, 7). Розчин 
металотіонеїнів одержували з 10 %-го гомогенату 
тканини в 10 мМ трис-НСІ буфері, рН 8,0 з 
додаванням 10 мМ 2-меркаптоетанолу (“Ѕіота””) для 
запобігання окиснення 5Н-груп та інгібітора протеаз 
фенілметилсульфонілфториду (0,1 мМ, "Зієта"). 
Гомогенат отримували з об'єднаних рівних наважок 
тканини з восьми тварин дослідної групи та 
центрифугували протягом 45 хв. при 14000 є. 
Отриманий надосад інкубували 5 хв при 85 °С і знову 
центрифугували в тих самих умовах. Надосад, що 
містить розчинні термостабільні сполуки, піддавали 
гель-розподільчій хроматографії на сефадексі С-50 та 
іоно-обмінній хроматографії на ДЕАЕ-целюлозі. 
Розподільчу хроматографію здійснювали 0,01 М трис- 
НСІ буфером, РН 8,0 на колонці, заповненій 
сефадексом С-50 («Рһагтасіа»), з охолоджуючим 
кожухом розміром 50х1,5 см із швидкістю 0,33 мл/хв. 
Для запобігання втрат металів, зв'язаних з білками, в 
елюент не додавали ЕДТА. Вимірювали 
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світлопоглинання проб при довжині хвилі 280 1 254 
нм (Бо 1 Юз). Вибрані довжини хвиль зумовлені 
відсутністю у складі металотіонеїнів ароматичних 
залишків і високим рівнем світлопоглинання для 
метал-тіолатних кластерів. Калібровку колонки 
здійснювали за допомогою білків з відомою 
молекулярною масою - хімотрипсиногену (25,8 кДа), 
міоглобіну (17,0 кДа), цитохрому с (12,3 кДа) та 
убіквітину (8,6 кДа), (всі маркери фірми “біртпа”, 
США). Металотіонеїни ідентифікували як 
низькомолекулярні термостабільні білки із високим 
показником співвідношення світлопоглинання 
зд Юово шо характерно для молекул білків. В 
об'єднаних фракціях піку (10 мл) реєстрували УФ 
спектри та проводили визначення в них вмісту 
металів. 

Частину розчину  термостабільних сполук 
наносили на іонообмінну хроматографічну колонку 
розміром 50х1,5 см з охолоджуючим кожухом, 
заповнену ДЕАЕ-целюлозою (“Рһагтасіа”). Для 
видалення незв'язаних білків колонку промивали 100 
мл 10 мМ трис-НСІ буферу РН 8,0. Після цього білки 
елюювали розчином МаС| з лінійним градієнтом 
концентрації 0 - 1 М в трис-НСІ буфері з додаванням 
10мМ 2-меркаптоетанолу та 0,1 мМ феніл метил- 
сульфонілфториду в загальному об'ємі 400 мл. Об'єм 
проб становив 5 мл, швидкість елюції - 0,5 мл/хв. 
Оптичну густину елюату реєстрували при 254 1 280 
нм. Після об'єднання проб кожної фракції (15 мл) 
реєстрували їх УФ спектри та проводили визначення в 
них вмісту металів. 


РЕЗУЛЬТАТИ ТА ЇХ ОБГОВОРЕННЯ 


Металотіонеїнвмісні фракції, виділені шляхом 
гель-фільтрації, на етапі іонообмінної хроматографії 
показують чотири ізоформи (рис.1), ідентифіковані як 
МТ-1, МТ-1а, МТ-2 та МТ-2а згідно порядку виходу, 
що є типовою ознакою металотіонеїнів тварин [8] та 
відповідають профілю елюші стандартного МТ 
кролика. МТ-1 елююється при 0,24-0,25 М МАасі, а 
МТ-2 при 0,39-0,40 М М№асСі. В більшості випадків 
спостерігається поява додаткових фракцій МТ-Іа та 
МТ-2а, що є типовим проявом мікрогетерогенності 
ізоформ тваринних металотіонеїнів. Цікавим є той 
факт, що тільки в 3 дослідній групі щурів присутня 
молекулярна форма МТ-1а та відсутня – МТ-2а. 

Порівняння диференційних спектрів 
металотіонеїнів тканин печінки щурів більш наочно 
демонструє міжгрупові відмінності між ними та 
свідчить про зміни складу фракцій, пов'язані, з 
отруєнням різними видами солей важких металів. 

Обчислення характерних для металотіонеїнових 
співвідношень показників  світлопоглинання [9] 
свідчить (табл. 1), що для металотіонеїнів печінки 
щурів контролю і всіх дослідних груп властивий 
вищий показник О»4/О в МТ-І, відносно МТ-2, а 
також відзначено зменшення показника р›,у/ Озо В 
МТ-2 в усіх ізоформах металотіонеїнів дослідних 
груп. 


Калінін І.В., Цудзевич Б.О., Петрук Н.А. 
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Рис. 1. Типові профілі елюції (А) та УФ-спектри (Б) 
металотіонеїнів тканин печінки щурів, одержаних при 
іонообмінній хроматографії на ДЕАЕ-целюлозі в лінійному 
градієнті МаСІ в 0,01 М трис-Н буфері, рН 8,0. 


Таблиця 1 
Співвідношення показників світлопоглинання 
металотіонеїнів печінки щурів 


Показник 
співвідношення | МТ-1 МТ-1а | МТ-2 | МТ-2а 
довжини ХВИЛІ 
Контроль 
215/230 0,80 - 2,50 3,00 
260/230 0,26 - 1,17 1,05 
255/280 3,16 - 1,85 2,14 
245/295 11,69 - 4,01 3,91 
Щурі отруєні міді сульфатом 
215/230 1,00 - 2,06 2,95 
260/230 0,28 - 0,87 1,15 
255/280 2,78 - 2,10 2,10 
245/295 8,83 - 4,60 3,42 
Щурі отруєні кадмію сульфатом 
215/230 1,60 1,44 2,06 - 
260/230 0,72 0,34 0,80 - 
255/280 2,81 3,00 1,39 - 
245/295 7,16 8,57 5,02 = 
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ВЛИЯНИЕ ТЯЖЕЛЫХ МЕТАЛЛОВ НА СПЕКТРАЛЬНЫЕ ХАРАКТЕРИСТИКИ МЕТАЛЛОТИОНЕЙНОВ 
ПЕЧЕНИ КРЫС 


Калинин И.В., Цудзевич Б.А., Петрук Н.А. 
Исследовали спектральне свойства металлотионеинов печени крыс при интоксикации меди сульфатом и кадмия сульфатом. 


Установлено четыре изоформы металлотионеинов и их межгрупповые отличия, а также высчитано соотношение 
показателей светопоглощения между разными изоформами. 


Ключевые слова: металлотионеины, УФ-спектры, меди сульфат, кадмия сульфат. 
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ВИЗНАЧЕННЯ РІЗНИХ ФОРМ КАЗЕЇНУ У МОЛОЦІ МЕТОДОМ ДИСК-ЕЛЕКТРОФОРЕЗУ 
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Стаття присвячена дослідженню к-казеїну, який разом з іншими типами казеїнів відіграє значну роль в формуванні фізико- 
хімічних характеристик молока, виконуючи стабілізуючу функцію при утворенні та існуванні казеїнових міцел молока. 
Також к-казеїн представляє собою досить цінний біотехнологічний продукт, його кількість в вихідному молоці слугує 
характеристикою якості даного виду сировини. Нами було показано, що к-казеїн в молоці знаходиться в складі тетрамерного 
комплексу з молекулярною масою 68 кДа. Розроблено методичні підходи, які дозволяють кількісно і якісно визначати к- 


казеїн в молоці. 


Ключові слова: к-казеїн, електрофоретичні дослідження, тестування молочної продукції. 


ВСТУП 


Білок-білкові взаємодії - це процеси які 
визначаються особливостями структури і конфор- 
маційного стану протеїну в певний момент за даних 
умов. Саме ці взаємодії можуть змінювати функцію 


вихідних компонентів, надаючи  новоутвореним 
комплексам інші характеристики, Яскравим 
прикладом такого процесу є взаємодія між 


молекулами казеїну в розчині молока. 

За біохімічними властивостями саме к-казеїн є 
одним з найцінніших 1 найцікавіших білків. Особливу 
увагу к-казеїн привертає як об'єкт біотехнологічного 
використання. Коров'ячий к-казеїн - білок, який 
складається з 169 амінокислотних залишків, три з 
яких є фосфорильованими, 6 глікозильовані, що 
з'єднані з галактозою, М-ацетил-галактозоаміном та 
М-нейраміновою кислотою. Молекулярна маса 
поліпептидного ланцюга к-казеїну складає 19 кДа але 
в залежності від кількості глікозидних залишків може 
варіювати в досить широкому діапазоні. Завдяки 
наявності в структурі к-казеїну гідрофобної частини 
(пара-к-казеїн) та гідрофільної (глікомакропептид 
казеїну) він відіграє функцію стабілізатора казеїнових 
міцел і дає можливість  казеїновим міцелам 
знаходитись в фазі розчину 1 не випадати в осад, крім 
того завдяки наявності фосфатних залишків к-казеїн 


також може зв'язувати молекулярний кальцій. 
Наявність двох (С11, С88) залишків цистеїну, які 
входять до складу поліпептидного ланцюга, 
обумовлюють здатність молекули к-казеїну 


ковалентно взаємодіяти з цистеїн-вмісними білками 
такими як В-лактоглобулін або полімеризуватись з 
іншими молекулами к-казеїну утворюючи при цьому 
ланцюги з молекулярною масою до 300 кДа [1, 3]. 


Біологічна цінність к-казеїну полягає в тому, що 
після ферментативної обробки з нього утворюється 
велика кількість біологічно активних пептидів, серед 
яких є фактори росту позитивної мікрофлори, 
антибактеріальні пептиди, пептиди, які інактивують 
бактеріальні токсини, опіойдні антагоністи та багато 
інших [1, 4]. Для харчової промисловості к-казеїн є 
безцінним, адже саме його кількість в сировині 
визначає подальшу якість сирної продукції. Для 
сироваріння використовується пара-к-казеїн, який 
утворюється після ферментативної обробки 
хімозином 1 слугує стабілізатором консистенції сиру. 
В процесі виробництва сиру утворюється побічний 
продукт - це інша частина к-казеїну, а саме 
глікомакропептид, кількість якого в сироватці може 
сягати до 25% від загальної маси білків. Завдяки дуже 
низькому вмісту фенілаланіну і високому вмісту 
інших незамінних амінокислот, саме цей похідний к- 
казеїну успішно може використовуватись для 
виготовлення продуктів харчування, які призначені 
для хворих на фенілкетонурію [4]. 

Попередні дослідження показали, що ділянки 
електрофореграмі молока, які відповідають казеїнам, 
мають відмінні характеристики залежно від умов 
проведення диск-електрофорезу. Дане явище нами 
було більш детально досліджено на прикладі 
комерційних препаратів казеїнів та отриманих нами 
безпосередньо з коров'ячого молока. 

Метою даної роботи було визначення різних форм 
казеїну за допомогою метода диск-електрофорезу. 


МАТЕРІАЛИ І МЕТОДИ 


Для наших досліджень було використано два 
зразки сумішей казеїну: препарат казеїну (біра, 
США) та отриманий методом кислотного осадження 
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ВИЗНАЧЕННЯ РІЗНИХ ФОРМ КАЗЕЇНУ У МОЛОЦІ МЕТОДОМ ДИСК-ЕЛЕКТРОФОРЕЗУ 


казеїн з коров'ячого молока. Для отримання казеїну з 
молока використовувався 30% розчин оцтової 
кислоти. Після осадження  казеїнову фракцію 
розчиняли у відповідному буфері в залежності від 
задачі дослідження. 

Для отримання зразків, які містять білкову 
фракцію, з метою їх подальшого дослідження за 
допомогою диск-електрофорезу ми використовували 
комбінацію методів осадження білків за допомогою 
оцтової та трихлороцтової кислот [6]. 

З різних систем електрофоретичного поділу білків 
за молекулярною масою нами було обрано диск- 
електрофорез в модифікації методики Гаешшй [2]. 
Електрофорез проводили на апараті Ноеѓег Мієріу 
Утаї (Атегѕһат Віовсіепсев, США) за сили струму 19 
мА для концентруючого та 35 мА для розділяючого 
гелів. Як маркери використовували: РареКшев 
Ргезіаїпед Ргоетш Гадаег (Еегтепѓаѕ), до якого входять 
такі білки: 170 кДа, 130 кДа, 100 кДа, 72 кда, 55 кДа, 
40 кДа, 33 кДа, 24 кДа, 17 кДа, 11 кДа. . Гелі 
фарбували 0,125% розчином кумасі С-250 у 25% 
ізопропанолі та 10% оцтовій кислоті. 


Для відновлення дисульфідних зв'язків 
застосовували 2 % розчин дітіотритолу [5]. 

Обробка отриманних методом диск- 
електрофорезу електрофореграм проводили 


використовуючи программу ПпагеМаужег Тоба Шаһ 
у.2.01 (Атегвһатп Віоѕсіепсеѕ). 


РЕЗУЛЬТАТИ ТА ІХ ОБГОВОРЕННЯ 


Нами було проаналізовано препарати казеіну, які 
були отримані осадженням безпосередньо з молока та 
комерційний препарат виробництва Ѕірта (США). 
Для досліджень ми використовували метод диск- 
електрофорезу в поліакриламідному гелі в системі 
І аспитії в двох варіантах: в стандартних умовах 1 при 


наявності дітіотритолу. Обробка фракції казеїнів 
розчином дітіотритола проводилась для того, щоб 
зруйнувати утворенні дисульфідні зв'язки між 
молекулами казеїнів. Обробка дітіотритолом 


дозволила отримати окремі молекули казеїнів, а не їх 
комплексів один з одним та з іншими білками. 

Основними компонентами серед білків молока є 
казеїни які представлені 4 різновидами: (іс1-Казеїн, якого 
більше всього в молоці (12-15 г/л), (2-казеїн (3-4 г/л), р- 
казеїн (9-11 г/л) і к-казеїн, який в найменшій мірі 
представлений в молоці (2-4 г/л). Експериментально 
було підібрано оптимальні умови для проведення диск- 
електрофорезу з різними концентраціями білку в пробі. 
Для проведення електрофорезу використали зразки 
об'ємом 10, 15, 20 мкл. Після проведеного нами 
електрофорезу зразків казеїну на електрофореграмі ми 
виділили чітко 3 білкові зони, в пробах без додавання до 
зразка дітіотритолу 1 4 - в зразках у присутності 
дітіотритолу (рис. 1). 

Не залежно від попередньої обробки по 
відновленню зразків препаратів казеїну у всіх 
досліджуваних пробах на електрофореграмах 
спостерігались смуги які відповідали молекулярним 


масам 27 1 25 кДа. Відповідні молекулярні маси є 
характерними для а-казеїну та В-казеїну, концентрація 
яких у вище вказаних смугах не змінювалась залежно 
від умов підготовки зразків, що підтверджує 
відсутність взаємодій між цими білками та іншими 
компонентами зразків за рахунок утворення 
дисульфідних зв'язків [1]. 


| 
- 
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Рис. 1. Електрофореграма казеїну за різних умов: 

1,3,5 - зразки казеїну попередньо оброблені дітіотритолом; 
2,4,6 - зразки казеїну, які не проходили додаткової обробки, 
7 - білкові маркери молекулярних мас: 170, 130, 95, 72, 55, 
43, 34, 26, 17, 10 кДа; 

А - зона яка відповідає тетрамерному комплексу з 
молекулярною масою 68 кДа, 

В - зона яка відповідає о-казеіну 27 кДа, 

С- зона яка відповідає В-казеїну 25 кДа, 

р - зона яка відповідає к-казеїну 19 кДа, 

Е – зона яка відповідає у-казеїну 11 кДа. 


Аналіз зразків, які не проходили попередню 
обробку дітіотритолом показав, на електрофореграмі 
присутність смуги з молекулярною масою 68 кДа. 
Електрофорез таких самих зразків, але оброблених 
дітіотритолом, показав наявність нових двох смуг 19 
кДа 1 11 кДа. Враховуючи вищевказані результати, 
було зроблено висновок, що смуга молекулярною 
масою 68 кДа - це комплекс утворений за допомогою 
дисульфідних зв'язків. До такого роду взаємодій о- 
казеїну та ф-казеін не здатні оскільки до складу 
їхнього поліпептидного ланцюгу залишки цистеїну не 
входять [3]. Отримані результати дають підставу 
передбачити, що смуга на  електрофореграмі з 
молекулярною масою 68 кДа, є  тетрамерним 
комплексом, який утворюється в результаті взаємодії 
двох білків - к-казеїну (19 кДа) та можливо у-казеїну 
(11 кДа). З літератури відомо, що ці два білка мають у 
своєму складі залишки цистеїну, тому вони можуть 
утворювати комплекси завдяки появі дисульфідних 
зв'язків [3]. 

Сьогодні є відомим, що к-казеін утворює 
комплекси оскільки він єдиний серед казеїнів який 
містить залишки цистеїну. За однією з моделей 
структури казеїнових міцел к-казеїн формує тримери 
в складі міцели, при цьому гідрофобно взаємодіючи 
своєю  гідрофобною ділянкою  (пара-к-казеїн) з 
гідрофобними ділянками інших казеїнів. Гідрофільна 
ділянка к-казеїн в такому комплексі ймовірно відіграє 
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роль стабілізатора і не дає коагулювати міцелам 
казеїну [1]. Але нами було показано, що крім 3 
залишків к-казеїну в комплекс входить ще один інший 
білок, який не відповідає параметрам к-казеїну, але 
можливо він 1 відіграє роль стабілізатора структури 
самого тетраметра. Для пояснення цієї можливості 
необхідні більш детальні дослідження виявленого 
тетрамерного комплексу та 11 кДа білку. 

Крім суто біохімічного інтересу підібрані нами 
умови проведення диск-електрофорезу підходять для 
вхідного аналізу молочної сировини на присутність 
різних типів казеїнів, яка використовується у 
виробництві сиру чи отриманні біологічних активних 


Скалка В.В., Савчук О.М., Остапченко Л.І. 


використаний для отримання описаних нами 
результатів може бути використаний в промислових 
цілях для вхідного контролю молочної сировини, яка 
призначена для подальшого виробництва сирів. 
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продуктів, прекурсором яких є к-казеїн. 
ВИСНОВКИ 


Наші дослідження показали, що к-казеїн в молоці 
знаходиться в складі тетраметру, молекулярною 
масою 68 кДа. Досліджений тетраметр складається з 3 


молекул к-казеїн і однієї протеїну молекулярною 448 с 
масою 11 кДа, який олово е оном: „Дані 6. Остерман Л.А. Методы исследования белков и 
результати дають можливість по іншому оцінити нуклеиновых кислот. Електрофорез и 


взаємодію між к-казеїном та іншими білками в складі 
міцел молока. Комплекс методів, який був 


ультрацентрифугирование - М.: Наука, 1981. – 286 с. 


ТЕСТИРОВАНИЕ МОЛОЧНЫХ ПРОДУКТОВ НА ПРИСУТСТВИЕ к-КАЗЕИА 


Скалка В.В., Савчук А.Н., Остапченко Л.И. 


Статья посвящена исследованию к-казеина, который вместе с другими типами казеина играет значительную роль в 
формировании физико-химических характеристик молока, выполняя стабилизирующую функцию при образовании и 
существовании казеиновых мицелл молока. Также к-казеин представляет собой достаточно ценный биотехнологический 
продукт и его количество в исходном молоке служит характеристикой качества данного вида сырья. Анализ его 
характеристик в молоке представляет собой весьма важный вопрос как с теоретической, так и с практической точек зрения. 
Нами было показано, что к-казеин в молоке находится в составе тетрамерного комплекса с молекулярной массой 68 кДа. 
Разработаны методические подходы, которые позволяют количественно и качественно определять к-казеин в молоке. 


Ключевые слова: к-казеин, электрофоретической исследования, тестирование молочной продукции. 


ТЕЅТІМС ОЕ МПК РВОБОСТ$ ЕОВ ТНЕ РКЕЅЕМ№СЕ ОЕ к-САЅЕІМ 


ЅКаІКа У.У., Ѕаусһик О.М., Озғ(арсһепКо І..І. 


АтісІе 15 демоїед % гевеагсһіпе ої к-саѕеіп, мурбісі, іорефег мії ойһег {урез ої саѕеїпѕ р!ауз а ѕірпіћсапі го]е іп гілер ће 
рһуѕісосһетиса1 сһагасіегіѕсѕ ої шИК регѓогт а ѕќабШтіпе Ёопсіоп іп ће ЮппаНоп апа ехізіепсе об саѕеіп шісеПев ої пак. 
А160, к-савеіп 15 а уегу уаїшабіе БіоќесһпоІорісаІ ргодисі апа Из дпапійу іп ті ѕегуеѕ ав а дааШу сһагасќегіѕіс ої һи (уре ої 
таїегіа!. Апа[уѕіѕ ої Из сһагасіегіѕіїсѕ іп пліїк 15 а уегу ітрогіапі іѕѕие Бой гот (һеогейса! апа ргасіїса! регзресйуез. Ме һауе 
вһоууп ай к-саѕеіп іп ПК 15 іп ќеігатег сотріех ут а то!есшаг таѕѕ ої 68 Кра. Мефоаїса! арргоасһеѕ Шаг диаШануеу апа 
диапійайує!у деїегтіпе Ше к-сазеш іп піс уеге деусіорей. 


Кеу юоғав: к-сазеш, е!есігорһогейс геѕеагсһ, 1е5Ни ої дау ргойисіѕ. 
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Серцево-судинні захворювання серед, яких значне місце посідають інсульти є одними з найнебезпечніших та 
найпоширеніших захворювань населення. Сьогодні відомо, що цереброваскулярні захворювання складають від 30% до 50% 
хвороб серцево-судинної системи. На кожні 100 млн. жителів припадає біля 500 тис. інсультів 1 церебральних судинних 
кризів на рік. Тому питання профілактики та лікування судинних захворювань нервової системи мають не тільки медичне, а 
й велике соціальне значення. Які методи діагностики та нові лікарські препарати, особливо рослинного походження, мають 
бути ефективними у профілактиці і терапії цих складних захворювань? Чим зумовлена їхня лікувальна дія? В представленій 
статті узагальнені дані в яких автори намагались дати відповідь на вище зазначені питання. 
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Захворюваність на цереброваскулярну патологію 
посідає одне із чільних місць в Європі, а з роками 
спостерігається негативна тенденція до її зростання 1 в 
Україні. За даними ВООЗ, у розвинених країнах світу 
щорічно реєструється від 100 до 300 інсультів на 
кожні 100 тис. населення. В Україні кількість 
інсультів, що виникають протягом одного року, 
становить близько 209 випадків на 100 тис. населення. 
Поширеність мозкового інсульту в країнах Європи, на 
думку багатьох фахівців, у найближчі 25 років буде 
зростати у зв'язку з постарінням населення в 
індустріально розвинених країнах [1]. 

Отже, що собою являє інсульт? Інсульт-- гостре 
порушення мозкового кровообігу, що спричинює 
ушкодження тканин мозку і розлади його функцій. 

За характером перебігу інсульти поділяють на 
геморагічні та ішемічні. Геморагічний інсульт є 
наслідком крововиливу в мозок. Кров, що вилилась у 
мозок, руйнує нервову тканину, спричинює набряк 
мозку, при якому спостерігається зміщення мозкових 
структур, здавлення | стовбура | мозку. Для 
геморагічного інсульту характерні гострий розвиток, 
втрата свідомості, порушення дихання і серцевої 
діяльності [2]. 

Ішемічний інсульт розвивається при закупорці 
магістральних судин шиї або мозку тромбом, емболом 
(емболія) чи при недостатньому припливі крові через 
звужену атеросклеротичним процесом чи спазмом 
кровоносну судину. 

Ішемічні інсульти трапляються при значних 
крововтратах, падінні або підвищенні кров'яного 
тиску, послабленні серцевої діяльності. За умов 
дефіциту надходження поживних речовин і кисню до 
мозку відбувається розм'якшення тканин мозку 
(мозковий інфаркту) [3]. 


Найчастіше інсульт виникає при гіпертонічній 
хворобі, атеросклерозі,  аневризмах,  васкулітах, 
захворюваннях серця тощо. Спричинюються інсульти 
порушенням кровообігу, коагуляційних властивостей 
крові, зміною реактивності судин, спазмом, дистонією 


судин, коливаннями артеріального тиску, 
психотравмою, фізичним навантаженням тощо. Різні 
види стресів, зміни атмосферного тиску та 


мікроклімату, перевтома, безліч шкідливих звичок - 
алкоголь, надмірна вага, різке коливання цукру у 
крові. Паління також підвищує ризик розвитку 
інсульту, прискорюючи закупорку сонних артерій 
[10]. 

Профілактика, діагностика та лікування порушень 
мозкового кровообігу, а також геморагічних та 
ішемічних інсультів 1 їхніх віддалених ускладнень у 
післяінсультний період залишається однією з 
найактуальніших проблем сучасної медицини. 

Для встановлення точного та обгрунтованого 
діагнозу, необхідно пройти медичне обстеження 1з 
застосуванням новітніх технологій 1 найсучасніших 
методів діагностики. Які саме на теперішній час 
існують, про це ми зараз і поговоримо. 

В першу чергу застосовують рентгенівські 
методи. Комп'ютерна томографія головного мозку 
поєднує в собі останні досягнення рентгенівської 1 
обчислювальної техніки. Пучок рентгенівських 
променів послідовно за заданою програмою 
"просвічує" тканини мозку, а ступінь ослаблення 
пучка фіксується. Комп'ютер обробляє сигнали, 
аналізує їх 1 демонструє у вигляді фотографій - 
"зрізів" мозку. Застосування комп'ютерної томографії 
дає можливість точно визначити розташування 1 
розмір ураження мозку, його характер. 
Використовуючи  рентгеноконтрастну речовину, 
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можна спостерігати за рухом крові по судинах мозку - 
цей метод називається церебральною ангіографією. 
Для діагностики уражень мозкової тканини 
широко застосовують магнітно-резонансні методи. 
Магнітно-резонансна томографія заснована на явищі 
ядерного магнітного резонансу. Під впливом 
магнітного поля протони, які входять до складу 
біомолекул, набувають здатності поглинати 
радіочастотні імпульси. Це поглинання реєструється 1 
за допомогою комп'ютера перетворюється в 
зображення "зрізів" мозку. Для спостереження за 


кровотоком, застосовують препарат, що містить 
Гадоліній. Цей хімічний елемент володіє 
парамагнітними властивостями, і | його легко 


реєструвати за допомогою магнітного резонансу. 

Ультразвукові методи дослідження по 
інформативності є менш ефективними в порівнянні з 
рентгенівським 1 магнітно-резонансними, проте вони 
незамінні при масових обстеженнях. Існує декілька 
видів досліджень за допомогою ультразвукових 
хвиль. Доплерографія заснована на аналізі зрушення 
частоти ультразвукових хвиль, що відбиваються від 
рухомих клітин крові (еритроцитів). 

Особливо ефективне дуплексне сканування, яке 
об'єднує можливості доплерографії 1 ехотомографи 1 
дозволяє одночасно оцінити стан стінок судин 1 
кровотоку. За допомогою дуплексного сканування 
можна встановити, наскільки небезпечна 
атеросклерозна бляшка як джерело емболв, що 
відриваються від неї, котрі закупорюють дрібніші 
мозкові судини. Колірне кодування потоків дозволяє 
чіткіше розмежувати рухомі об'єкти (кров) від 
нерухомих (стінки судин), побачити дрібні судини. 


Електроенцефалографія (ЕЕГ) - метод 
дослідження головного мозку, заснований на 
реєстрації його електричних потенціалів. Якщо 


поразки судин мозку не приводять до виражених 
пошкоджень його тканини, то зміни ЕЕГ, як правило, 
незначні. Виявленню прихованих патологічних 
процесів допомагає проведення функціональних проб: 
звукові 1 світлові роздратування, гіпервентиляція. 
Початкова ЕЕГ трансформується комп'ютером в 
цифровий вигляд. Потім отримані дані подаються у 
вигляді карти розподілу потужності різних видів 
електричної активност мозку. Це дослідження 
дозволяє об'єктивно оцінити наявність і розташування 
вогнищ патологічної активності 1 інші зміни ЕЕГ [4]. 

Також поряд з сучасними методами лікування 
обов'язково застосовують і лікарські препарати, котрі 
ефективні у профілактиці 1 терапії інсультів. На 
теперішній час велику увагу приділяють 
застосуванню біофлавоноїдів, котрі є біологічно та 
фармакологічно найбільш ефективними у лікуванні 
даної патології. 

Численні експериментальні дані та клінічні 
спостереження, нагромаджені за тривалий період 
вивчення рослинних флавоноїдних сполук, свідчать 
про різнобічність їхнього впливу на організм людини 1 
тварин. 


З метою запобіганням загальним патогенетичним 
порушенням та усунення їх нині дедалі частіше 
використовують антиоксиданти, антигіпоксанти, 
адсорбенти, прокінетики, регулотрофіки (біологічно- 
активні добавки) та ін. Важливе значення серед 
засобів першої групи мають антиоксиданти, оскільки 
роль вільних радикалів в ініціації гострих та 
хронічних хвороб прирівнюється за своїм значенням 
до мікроорганізмів у розвитку інфекційних 
захворювань. 

Антиоксиданти стають одним із важливих засобів 
фармакологічної дії за великої кількості патологічних 
синдромів та у випадках понад сотні різних 
захворювань. Цереброваскулярна патологія пов'язана 
із значними порушеннями процесів перекисного 
окиснення ліпідів (ПОЛ), що призводить до 
руйнування ліпідних компонентів клітин мозку й 
інших тканин. Обективним чинником процесів 
перекисного окиснення ліпідів 1 накопичення 
перекису є активність ензиму каталази, а також 
нагромадження малонового діальдегіду як ключового 
фактора регуляції цих процесів. Для корекції цих змін 
використовують природні флавоноїди, характерний 
представник яких - кверцетин. Він є активним 
компонентом таких відомих 1 загальновживаних 
лікарських | препаратів, як танакан, білобіл, 
мемоплант. За антиоксидантною активністю відомі 
флавоноїди можна класифікувати таким чином: 
міріцетин, кверцетин, токоферол, рамнетин, морин, 
діосметин, нарингенін, апігенін, катехін, робінін, 
кемпферол, флавон [5-7]. Тобто серед відомих 
сьогодні антиоксидантів кверцетин є одним з 
найактивніших флавоноїдів. 

У медичній літературі дуже широко висвітлена 
його біорегуляторна дія. Серед антиоксидантів 
рослинного походження кверцетин посідає друге 
місце за своїм ефектом після убіхінону. Кверцетин 
звільняє продукти пероксидації, захищає ліпідний 
шар клітинних мембран від пошкодження [11]. 
Блокування вільнорадикальної ліпопероксидації 
пов'язане не тільки зі структурними особливостями 
лікарського засобу, а й 1з здатністю взаємодіяти з 
мембранами та проникати через ліпідний шар. 

Такими самими властивостями володіють й інші 
метаболіти кверцетину, наприклад, 3,4- 
дигідроксифенілацетилова кислота, 3- 
гідроксифенілацетилова кислота [8]. Кверцетин 
активує 1 ферменти власної антиоксидантної системи 
(каталаза та 1н.). За своїми антиоксидантними 
властивостями він перевищує о-токоферол. 

Кверцетин виявляє і протизапальну дію. Його 


протизапальний ефект зумовлений блокадою 
ферменту  5-ліпоксигенази ключового ферменту 
біотранформації арахідонової кислоти та 


ліпоксигеназним шляхом метаболізму. Під впливом 5- 
ліпоксигенази в результаті перетворення арахідонової 
кислоти утворюються лейкотрієни, котрі індукують 
хемотаксис 1  хемокінез поліморфно ядерних 
лейкоцитів, які підвищують проникність судин [4]. 
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Клінічними | дослідженнями доведено, що 
кверцетин має гіполіпідемічний ефект. Це пов'язано 
не тільки з активацією ферментів антиоксидантного 
захисту та послабленням процесів ліпопероксидації, а 
також з інгібуванням локальних судинних механізмів 
атерогенезу [9]. Кверцетину приділяють особливу 
увагу як новому нестероідному протизапальному 
препарату 1 потенційному імуномодулятору. Завдяки 
багатогранності біологічної дії кверцетину на 
організм останнім часом інтенсивно вивчають 
можливості його застосування за різних захворювань 1 
патологічних станів, а розроблені лікарські форми 
цього препарату посідають чільне місце у медичній 
практиці. Кверцетин сучасний антиоксидант із класу 


флавоноїдів. Така лікарська форма рослинного 
походження викликає великий інтерес у біологів 1 
медиків, оскільки препарат має «м'який» 


терапевтичний ефект, а його токсикологічна дія 
особливо не виявлена. 

Таким чином, використання сучасних методів 
діагностики 1 диференційованої терапії гострих 
порушень мозкового кровообігу, розробка 1 створення 
нових лікарських форм, виявлення нових 
фармакологічних ефектів відкривають додаткові 
можливості для застосування нових біофлавоноїдних 
препаратів у терапії інсультів. Це допомагає майже 
вдвічі знизити летальні випадки у перебігу цієї складної 
патології. 
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Досліджено жирнокислотний склад плазматичних мембран клітин слизової оболонки шлунка за умов етанолової 


експериментальної моделі виразки шлунка у щурів. Встановлено різнонаправлені зміни складу жирних кислот у 
плазматичних мембранах досліджуваних клітин. Це може бути наслідком адаптації клітин до дії етанолу та активації вільно- 


радикального окиснення. 
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ВСТУП 


Однією з найактуальніших проблем сучасної 
медицини є виразкова хвороба шлунка. Це хронічне 
рецидивуюче захворювання, при якому в результаті 
порушень нервових і гуморальних механізмів в 
шлунку утворюється виразка [1]. Ця хвороба є однією 
з найпоширеніших у світі. За різними літературними 
даними вона вражає від 1% до 15% населення [2]. 

На сьогоднішній день прийнято вважати, що 
виразкова хвороба є поліетіологічним захворюванням. 
Однією із причин її виникнення є вживання міцних 
алкогольних напоїв. Відомо, що алкоголь стимулює 
кислотоутворюючу діяльність шлунка, в результаті 
чого посилюються агресивні властивості шлункового 
соку, крім того, порушує бар'єрну функцію слизової 
оболонки, а також при тривалому вживанні міцних 


алкогольних напоїв знижується резистентність 
слизової оболонки [3]. 
Результати  експериментальних та клінічних 


дослідів дозволяють обтрунтовано стверджувати, що у 
механізмі розвитку толерантності до дії етанолу 
важливу роль відіграють характерні фізико-хімічні 
зміни у біологічних мембранах [4]. 

У багатьох роботах показано, що етанол здатний 
зв'язуватись 1з зовнішньою поверхнею мембран 
клітин. Важлива роль тут належить гліколіпідам та 
глікопротеїнам біологічних мембран, оскільки саме 
полярні полісахаридні ділянки зв'язують етанол та 
виконують роль своєрідних посередників у реалізації 
мембранних ефектів етанолу. Зв'язування молекул 
етилового спирту із зовнішньою поверхнею мембран, 
їх проникнення між полярними головами молекул 
фосфоліпідів призводить до зменшення щільності 
упаковки останніх в мембрані та збільшення Ті 
текучості [5]. 


Відомо, що текучість біологічних мембран багато 
у чому залежить від ступеню насиченості 
жирнокислотних залишків у молекулах фосфоліпідів 
та вмісту холестеролу. Це дозволяє розглядати 
збільшення вмісту холестеролу та зменшення 
кількості ненасичених жирних кислот в біологічних 
мембранах як один з адаптивних механізмів, що 
дозволяє збільшити толерантність мембран до 
„флюїдизуючої” дії етанолу [4]. 

Тому метою нашої роботи було визначити 
ліпідний та жирнокислотний склад плазматичних 
мембран (ПМ) клітин слизової оболонки шлунка 
(СОШ) щурів за умов етанолової експериментальної 
моделі виразки. 


МАТЕРІАЛИ І МЕТОДИ 


У дослідах використовували щурів лінії Вістар 
масою близько 200 г, яких утримували на 
стандартному раціоні віварію. Етанолові ураження 
СОШ отримували за методом Окабе [6]. Для цього 
голодним щурам перорально вводили 1 мл 80% 
етанолу, через добу тварин декапітували під ефірним 
наркозом. Як контроль використовували здорових 
щурів. Фракцію плазматичних мембран отримували 
центрифугуванням у градієнті сахарози [7]. 

Ліпіди екстрагували хлороформ - метанольною 
сумішшю за методом Кейтса [8]. Вміст полярних 
ліпідів та холестеролу досліджували  хромато- 
графічним методом на пластинах ЗЦаЮ|. Кількісне 
оцінювання проводили за допомогою денситометра. 
Метилові ефіри жирних кислот отримували 
додаванням метилового розчину гідроксиду калію. 
Аналіз метилових ефірів жирних кислот здійснювали 
на газовому хроматографі Уапап біш: 1 (05А). 
Розділення проводили на кварцевих капілярних 
колонках СР-МАХ 57 СВ Кизед ЭШса (25 м х 0,53 
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ЗА УМОВ ЕТАНОЛ-ІНДУКОВАНИХ ВИРАЗКОВИХ УРАЖЕНЬ 


мм). Температура термостата програмувалася від 50°С 
0 0 А 
до 220 С з кроком 8 С/хв. Температура інжектора – 
250°С, детектора — 250°С. 
Експериментальні дан обробляли 
прийнятими методами варіаційної статистики. 


загально- 


РЕЗУЛЬТАТИ ТА ЇХ ОБГОВОРЕННЯ 


Виразкова хвороба шлунка належить до 
патологій, які супроводжуються процесами активації 


перекисного окиснення ліпідів (ПОЛ), 
гіперпероксидації які негативно впливають на 
структуру та функції мембран [9]. Стійкість мембрани 
пов'язана з якісним та кількісним складом ліпідів та 
жирних кислот. Структурні перебудови в молекулах 
структурних | компонентів мембрани можуть 
призвести до змін їх функціональної активності та у 
обміні речовин в цілому. 


Таблиця 1. 


Ліпідний склад плазматичних мембран клітин слизової оболонки шлунка щурів за умов етанолової 
моделі виразки (М-т; п = 10) 


Групи тварин ФХ ФС ФЕА Холестерол 
мкг/мг мкг/мг мкг/мг білка мкг/мг білка 
білка білка 
Контроль 110,8=10,0 17,8=1,5 58,2=5,5 112,3+10,0 
Етанолова 62,6+5,8* 13,0+1,0* 26,9+2,0* 260,0+20,0* 
модель 
* р< 0,05 по відношенню до контролю 
Таблиця 2. 


Жирнокислотний склад плазматичних мембран клітин СОШ щурів (% від суми всіх кислот) за умов 
етанолової моделі виразки шлунка (М-нп; п = 10) 


Умовне позначення ЖК Контроль Етанолова модель 
14:0 0,314 0,057 1,343-50,121% 

16:0 14,586--1,167 37,704=3,016* 

18:0 14,064--1,266 20,448--2,045% 

18:1 0,233+0,019 0,399-0,036* 

20:0 1,297+0,117 1,653+1,149* 

22:0 1,965+0,157 0,532+0,054* 

* р< 0,05 по відношенню до контролю 
В результат досліджень ліпідного складу жирні кислоти є найбільш поширеними у складі 


плазматичних мембран було встановлено зменшення 
вмісту фосфатидилхоліну (ФХ) у 1,8 рази, фосфатиди- 
серину (ФС) – у 1,4 рази, фосфатидилетаноламіну – 
у 2,2 рази (табл. 1). Вміст холестеролу збільшився у 
2,3 рази. 

Відповідно змінилось співвідношення фосфо- 
ліпіди/холестерол. Виявлені зміни можуть свідчити 
про адаптацію ПМ клітин СОШ щурів до дії етанолу. 
Враховуючи попередні дослідження [4], такі 
порушення нормального функціонування ПМ ведуть 
до зміни її фізико-хімічних властивостей, що, в свою 
чергу відображається на функціонуванні 
мембранозв'язаних ферментів та сигнальних систем 
клітин СОШ. 

Встановлено, що за умов етанолової моделі 
виразки шлунка у щурів у ПМ клітин СОШ 
відбувається зростання вмісту тетрадеканової 
(міристинової, С 14:0) кислоти у 1,6 рази (табл. 2). 
Зростання рівня міристинової кислоти може бути 
опосередкованим критерієм інтенсивності запальних 
реакцій, а також ознакою мобілізації механізмів 
антиоксидантного захисту [10]. Також виявлено 
зростання вмісту гексадеканової (пальмітинової, С 
16:0) кислоти у 2,6 рази, та октадеценової 
(стеаринової, С 18:0) кислоти у 1,5 рази. Оскільки дані 


мембранних фосфоліпідів, зростання їх вмісту може 
бути ознакою посилення гідролізу фосфоліпідів 
мембрани, та зростання активності фосфоліпази А. 
Встановлено зростання вмісту октадеценової 
(олеїнової, С 18:1) кислоти у 1,7 рази та ейкозанової 
(арахінової, С 20:0) кислоти у 1,3 рази. Виявлено 
зниження вмісту докозанової (бегенової, С 22:0) 
кислоти у 3,4 рази, що може бути пов'язано з 
інтенсифікацією  вільно-радикальних процесів у 
плазматичній мембран клітин СОШ. Суттєве 
збільшення вмісту насичених жирних кислот у 
біологічних мембранах є пристосувально-захисною 
реакцією, спрямованою на активізацію системи 
антиоксидантного захисту та гальмування процесу 
вільно-радикального окиснення ліпідів. 


ВИСНОВКИ 


Таким чином, отримані результати 
експериментальних досліджень свідчать про 
структурні перебудови у плазматичній мембрані 
клітин СОШ за умов етанолової моделі виразки 
шлунка у шурів. Такі зміни можуть бути наслідком 
адаптації клітин до дії етанолу та активації вільно- 
радикального окиснення. 
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ЖЕЛУДКА КРЫС ПРИ УСЛОВИИ ЭТАНОЛ-ИНДУЦИРОВАНОЙ ЯЗВЫ ЖЕЛУДКА 


Ковалева В.А., Руденко Я.А., Вишневская А.Г., Томачинская Л.И. 
Исследовано жирнокислотный состав плазматических мембран клеток слизистой оболочки желудка при условии 
этаноловой экспериментальной модели язвы желудка у крыс. Установлено разнонаправленные изменения состава жирних 


кислот в плазматических мембранах исследуемых клеток. Это может быть следствием адаптации клеток к действию 
этанола и активации свободо-радикального окисления. 


Ключевые слова: язва желудка, жирные кислоты, плазматические мембраны. 
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В работе проведено исследование влияния кверцетина на диэлектрические параметры сыворотки, плазмы и суспензии 
эритроцитов крыс с моделью сахарного диабета 1 типа. С помошью метода СВЧ-диэлектрометрии обнаружено уменьшение 
значения статической диэлектрической проницаемости (є) сыворотки и плазмы крови больных крыс по сравнению с 
контролем. Установлено восстанавливающее действие кверцетина на диэлектрическую проницаемость сыворотки, плазмы и 
разбавленной плазмы. Кроме того, показано увеличение разности между значениями статической диэлектрической 
проницаемости сыворотки и разбавленной плазмы у крыс с диабетом по сравнению с контролем. Данные отклонения могут 
быть обусловлены изменениями в ионном и белковом составе крови больных диабетом крыс. При терапии кверцетином эта 
разница несколько уменьшается. При диабете наблюдается увеличение значений 5 суспензий эритроцитов. Добавление 


кверцетина к диете приводит к уменьшению этого показателя. 


Ключові слова: СВЧ-дизлектрометрия, сыворотка, плазма, эритроциты, сахарный диабет 1 типа, кверцетин, фибриноген. 


ВВЕДЕНИЕ 


Сахарный диабет 1 типа - органоспецифическое 
аутоиммунное заболевание, которое приводит к 
разрушению инсулинпродуцирующих  бета-клеток 
островков поджелудочной железы, проявляющееся 
абсолютным дефицитом инсулина [1]. Основное 
значение в деструкции бета-клеток придается 
факторам клеточного иммунитета [1]. Диабет 1 типа 
составляет 10-15 % от всех случаев диабета, и, в 
большинстве случаев развивается у молодых людей 
(детей, подростков, взрослых людей до 40 лет) [2]. 


При развитии инсулиновой недостаточности в 
организме инсулинзависимые ткани (печёночная, 
жировая и мышечная) теряют способность 
утилизировать глюкозу крови, вследствие чего 
развивается гипергликемия - главный 
диагностический признак сахарного диабета |31. 
Далее происходит трансформация субстратов 


катаболизма жиров и белков печенью в кетоновые 
тела, которые используются инсулиннезависимыми 
тканями (главным образом мозгом) для поддержания 
энергетического баланса на фоне инсулиновой 
недостаточности [3]. Кроме того, глюкозурия, 
полиурия, дегидратация организма также имеют 
место при гипергликемии. При полиурии развивается 
дефицит катионов натрия, калия, кальция и магния, 
анионов хлора, фосфора и гидрокарбоната [4]. При 
недостатке инсулина в организме в крови 
накапливается холестерин, который может 
откладываться на стенках сосудов, сужая кровоток, 


что приводит к поражению глаз, печени, мозга и 
других важных органов [5]. 

Нарушения, характеризующие сахарный диабет, 
отражаются как на периферических тканях, так и на 
крови в организме. Состояние воды в крови крайне 
чувствительно к изменениям, происходящим с 
находящимися в ней компонентами [6]. Поэтому 
представляется актуальным как с научной точки 
зрения, так и с практической, исследование состояние 
воды в крови при сахарном диабете, что может 
способствовать выбору адекватных способов 
коррекции нарушений, связанных с этой болезнью. В 
этом отношении перспективным является природный 
флавоноид кверцетин, исследованию 
антиоксидантных свойств которого уделяют 
пристальное внимание исследователи [7, 8]. 

Эффективным методом исследования состояния 
воды в  биосистеме является метод СВЧ- 
диэлектрометрии [9]. Таким образом, целью 
настоящей работы было исследование влияния 
кверцетина на диэлектрические характеристики 
компонент крови крыс с экспериментальной моделью 
сахарного диабета І типа. 


МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ 


В работе исследовали кровь крыс популяции 
Вистар из питомника Института проблем 
эндокринной патологии им. В.Я. Данилевского АМН 
Украины с экспериментальными моделями сахарного 
диабета 1 типа. Исследования проводились согласно 
“Общим принципам экспериментов на животных”, 
которые соответствуют положениям Европейской 
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конвенции о защите позвоночных животных, 
используемых для экспериментальных и других 
научных целей [10]. Диабет у самцов крыс весом 180- 
190 г вызывали одноразовым внутрибрюшным 
введением стрептозотоцина в дозе 75 мг/кг массы 
тела. Через 2 недели после развития диабета 
животных с базальной гликемией более чем 14 
ммоль/л включали в эксперимент. Препарат 
“Квертин” производства ЗАО НВЦ «Борщаговский 
химико-фармацевтический завод» (состав, мг/г: 
кверцетин 40; пектин 400; лактозы моногидрат 363,5; 
сорбитол 160; ароматизатор порошкоподобний 1,5; 
тальк 30; магния стеарат 5) крысам вводили 
перорально с помощью зонда в виде водной 
суспензии в дозе 50 мг кверцетина на | кг массы тела 
на протяжении 2 недель. Группа крыс, больных 
диабетом, по аналогичной схеме получала плацебо 
(состав плацебо мг/г: пектин 440; лактозы моногидрат 
363,5; сорбитол 160; ароматизатор порошкоподобный 
1,5; тальк 30; магния стеарат 5). Все исследуемые 
животные были разделены на 3 группы: 1-контроль, 2- 
диабет+плацебо, 3-диабет+плацебо+кверцетин в дозе 
50 мг/кг массы тела. 

Кровь экспериментальных крыс стабилизировали 
раствором цитрата натрия. Сыворотку получали по 
стандартной методике [11]. Сыворотка в результате 
получалась разбавленной физиологи-ческим 
раствором в соотношении 1:1, поэтому для удобства 
сравнения образцов между собой плазму крови также 
разводили физиологическим раствором в 
соотношении 1:1 (разбавленная плазма). 

Эритроциты отмывали в физиологическом 
растворе 3 раза. Суспензии эритроцитов получали из 
отмытых эритроцитов разведением физиологическим 
раствором в соотношении 1:3. 

Действительную и мнимую части комплексной 
диэлектрической проницаемости (є и є") образцов 
крови измеряли с помощью СВЧ-диэлектрометра 
резонаторного типа на рабочей частоте 9,2 ГГц. 
Резонатор имеет форму цилиндра с волной Нош С 
аксиальным расположением образца. Погрешности 
измерения є и є" не превышали 0,5% и 1,25% 
соответственно. Температура измерялась с точностью 
0,1 °С. Подробное описание метода СВЧ- 
диэлектрометрии дано в [9]. 

Статическую диэлектрическую проницаемость и 
частоту диэлектрической релаксации молекул воды в 
образцах рассчитывали по формулам  Дебая, 
приведённым в работе [12]. 


РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ 


В работе были получены значения статической 
диэлектрической проницаемости 5; плазмы, 
разбавленной плазмы и сыворотки 3 групп самцов крыс. 
Данные по є, образцов представлены на рис. І. Как 
видно из рисунка, при диабете происходит уменьшение 
абсолютных значений є, как плазмы, разбавленной 
плазмы, так и сыворотки. 


є, (плазмы) 
є, (плазмы+физраствор 1:1) 
ЕН =, (сыворотки) 
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Рис. 1. Значения статической диэлектрической 


проницаемости плазмы, разбавленной плазмы и сыворотки: 
1 – контрольных, 2 - больных диабетом и 3 — больных 
диабетом с терапией кверцетином крыс. 


Статическая диэлектрическая проницаемость 
является параметром, характеризующим состояние 
воды в системе. По ней мы можем судить о 
количественном соотношении свободная/связанная 
вода. Поэтому понижение є, может свидетельствовать 
об уменьшении количества свободной воды как в 
сыворотке, так и в плазме крови. Известно, что 
сопутствующими отклонениями при инсулиновой 
недостаточности являются распад жиров в жировой 
ткани и распад белков в мышечной ткани, что 
приводит к повышенному поступлению жиров и 
аминокислот в кровь [3]. У детей сахарный диабет 1 
типа сопровождается нарушениями липидного обмена 
сыворотки крови атерогенного характера (повышение 
общего холестерина, триглицеридов, холестерина 
липопротеинов низкой и очень низкой плотности) [1]. 
Возможно, эти изменения в организме при развитии 
сахарного диабета и обуславливают уменьшение 
количества объёмной воды в крови. Терапия 
кверцетином приводит к повышению данных 
значений є, и приближению их к контрольным. Кроме 
того из рис. 1 видно, что при диабете происходит 


увеличение разности между ғ; сыворотки и 
разбавленной плазмы. Известно, что у больных 
сахарным диабетом наблюдается повышенный 
уровень фибриногена в крови [13]. Кроме 


фибриногена (фактора свёртывания крови 1), в 
процессе свёртывания крови принимают участие 
множество других макромолекул (тромбин, 
тромбокиназа, фибриназа, проакцелерин) и ионов 
(ионизированный кальций), хотя часть факторов 
свёртывания остаются в сыворотке [11]. Изменения в 
белково-ионном составе плазмы при диабете должны 
отражаться на увеличении разности между 6; 
разбавленной плазмы и сыворотки, поскольку все 
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факторы свёртывания крови эффективно связывают 
воду. 

На рис. 2 приведены значения частоты 
диэлектрической релаксации В молекул воды в плазме, 
разбавленной плазме и сыворотке 3 групп самцов крыс. 
2226, (плазмы) 

є, (плазмы+физраствор 1:1) 
ЕН є, (сыворотки) 


80 


77 


78 


_ НЕ 
Д 


- 


76 


72 


70 


контроль 


диабет+кверцетин 


диабет 


Рис.2. Значения частоты диэлектрической релаксации 
молекул воды в плазме, разбавленной плазме и сыворотке: 
1 — контрольных, 2 — больных диабетом и 3 — больных 
диабетом с терапией кверцетином крыс. 


Из рис. 2 можно видеть, что при диабете 
происходит понижение значений частоты ің как в 
сыворотке и плазме, так и в разбавленной плазме. 
Поэтому можно говорить не только о 
перераспределении объёмной и связанной воды, но и 
о изменении степени упорядоченности объемной 
воды. Это, в свою очередь, согласуется с возможным 
накоплением в плазме крови продуктов ПОЛ, 
повышенным содержанием жиров и аминокислот. 
При терапии кверцетином имеется тенденция к 
повышению частоты диэлектрической релаксации в 
плазме и разбавленной плазме. Для сыворотки такой 
тенденции не наблюдается, наоборот значение Ё 
понижается. Все это свидетельствует об отсутствии 
положительного влияния кверцетина на состояние 
свободной воды в биологических жидкостях, либо о 
незначительном его влиянии. 

Далее были рассчитаны те же диэлектрические 
параметры для суспензий эритроцитов 3 групп самцов 
крыс. На рис. 3 представлены значения статической 
диэлектрической проницаемости ғ; суспензий 
эритроцитов с концентрацией 25%. Как видно из 
рисунка, при диабете наблюдается увеличение 
статической диэлектрической проницаемости 
суспензий эритроцитов по сравнению с контролем. 
Такой характер изменения є, свидетельствует о том, 
что происходит дегидратация эритроцитов, что может 
быть обусловлено активизацией ПОЛ [14]. 
Действительно, при экспериментальном сахарном 
диабете у крыс имеет место активизация ПОЛ, 


вследствие чего происходит нарушение липидного 
спектра мембран эритроцитов (снижение содержания 
общих липидов и фракции фосфатидилхолина (ФХ) 
при повышении уровня фракций 
лизофосфатидилхолина и фосфатидилинозитола; 
увеличение содержания насыщенных и снижение 
уровня ненасыщенных жирных кислот во фракциях 
ФХ и фосфатидилзтаноламина; повышение 
микровязкости глубоких и модификацией наружных 
слоёв мембран эритроцитов) [4]. 
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Рис. 3. Значения статической диэлектрической 


проницаемости суспензий эритроцитов в концентрации 
25%: 1 – контрольных, 2 — больных диабетом и 3 – больных 


диабетом с терапией кверцетином крыс. 
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Рис. 4. Значения частоты диэлектрической релаксации 
молекул воды в суспензиях эритроцитов в концентрации 
25%: 1 — контрольных, 2 — больных диабетом и 3 — больных 


диабетом с терапией кверцетином крыс. 


Таким образом, имеет место увеличение 
жёсткости мембранного бислоя эритроцитов [15], что 
может приводить к уменьшению количества 
связываемой мембраной воды. Кроме того, при 
сахарном диабете наблюдается увеличение 
количества аномальных эритроцитов в кровяном 
русле (зхиноцитов, стомацитов, сфероцитов и старых 
эритроцитов), происходит снижение их эластичности 
и подвижности [5]. При агрегации эритроцитов [16, 
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17] происходит перекрывание гидратационных слоёв 
близко расположенных клеток, что, в свою очередь, 
отражается на уменьшении гидратации эритроцитов. 
При кормлении крыс кверцетином для суспензий 
эритроцитов в концентрации 25% наблюдается 
уменьшение значения &., что может свидетельствовать 
о восстановлении гидратационных свойств мембран 
эритроцитов. Такой характер изменения 5; 
свидетельствует о положительном ВЛИЯНИИ 
кверцетина на эритроциты крови. 

Значения частоты диэлектрической релаксации 
молекул воды ің в  суспензиях эритроцитов 
концентрации 25% приведены на рисунке 4. При 
диабете наблюдается уменьшение частоты ің по 
сравнению с контролем. Поскольку при этом 
происходит увеличение значений є., то можно говорить 
об увеличении количества свободной (объёмной) воды, 
хотя эта вода становится более упорядоченной, 
возможно, за счет образования дополнительных 
водородных связей. Кормление крыс кверцетином 
приводит к увеличению частоты ің по сравнению с 
диабетическими образцами и даже некоторому его 
превьшению по сравнению с контролем. Сравнивая Ё 
со значениями є; для суспензий эритроцитов, можно 
прийти к выводу, что кверцетин способствует переходу 
свободной воды в связанное состояние, однако в 
оставшейся в свободном состоянии воде уменьшается 
количество водородных связей, что приводит к 
увеличению её подвижности. 


ВЫВОДЫ 


Показано, что в плазме, разбавленной плазме и 
сыворотке крови крыс с экспериментальной моделью 
сахарного диабета по сравнению с контрольными 
образцами наблюдается уменьшение статической 
диэлектрической проницаемости є. Установлено 
также, что в плазме, разбавленной плазме и сыворотке 
крови больных крыс имеет место уменьшение 
частоты диэлектрической релаксации молекул воды. 
Показано, что у всех исследованных образцов терапия 
кверцетином увеличивает значение є,, приближая его 
к контролю. Кроме того, при диабете наблюдается 
увеличение разности между значениями статической 
диэлектрической проницаемости сыворотки и 
разбавленной плазмы, что может быть обусловлено 
изменениями в белковом и ионном составе плазмы 
при диабете. 

Было установлено, что в суспензиях эритроцитов 
концентрации 25% при диабете по сравнению с 
контрольными образцами наблюдается увеличение 
значения статической диэлектрической проница- 
емости ғ. Терапия кверцетином приводит к 
восстановлению є, и приближению значения данного 
параметра к контрольному значению. При диабете в 


суспензиях эритроцитов по сравнению с контролем 
происходит уменьшение значения частоты 
диэлектрической релаксации молекул воды. 
Следовательно можно говорить об увеличении 
количества кластеров молекул воды при диабете. 
Терапия кверцетином приводит к увеличению 
значения частоты диэлектрической релаксации 
молекул воды и некоторому превышению его над 
контролем. В целом можно сказать о положительном 
влиянии кверцетина на диэлектрические параметры 
суспензий эритроцитов при диабете. 
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ДТАБЕТОМ 
Адельянов О.В., Горобченко О.О., Ніколов О.Т., Гаташ С.В., Горбенко Н.І. 


У роботі проведено дослідження впливу кверцетину на діелектричні параметри сироватки, плазми і суспензії еритроцитів 
щурів з моделлю цукрового діабету 1 типу. За допомогою метода НВЧ-діелектрометрії знайдено зменшення значення 
статичної діелектричної проникності (&.) сироватки 1 плазми крові хворих щурів у порівнянні з контролем. Встановлена 
відновлювана дія кверцетина на діелектричну проникність сироватки, плазми та розведеної плазми. Крім того, показано 
підвищення різниці між значеннями статичної діелектричної проникності сироватки 1 розведеної плазми у щурів з діабетом 
у порівнянні з контролем. Ці відхилення можуть бути обумовленні зміною у іонному та білковому складі крові хворих на 
діабет щурів. При терапії кверцетином ця різниця декілька зменшується. При діабеті спостерігається підвищення значень є, 
суспензій еритроцитів. Додавання кверцетину до дієти призводить до зменшення цього показника. 


Ключові слова: НВЧ-діелектрометрія, сироватка, плазма, еритроцити, цукровий діабет 1 типу, кверцетин, фібриноген. 
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У експерименті на щурах відтворено стрептозотоцин-індуковану модель цукрового діабету 2 типу. Встановлено зміни 


основних показників вуглеводного та ліпідного 


обміну, 


розвиток стану глюкозотолерантності та 


інсулінорезистентності у дослідних тварин з моделлю цукрового діабету 2 типу. Зроблено висновок, що 
змодельований стан є адекватною моделлю цукрового діабету 2 типу у людини. Даний підхід може бути 
використаний у дослідженні біохімічних та молекулярних механізмів патогенезу цукрового діабету 2 типу на 


тваринах. 


Ключові слова: цукровий діабет 2 типу, метаболічні порушення, стрептозотоцину. 


ВСТУП 


Останні десятиріччя були відзначені значними 
досягненнями у розумінні природи цукрового діабету 
(ЦД) 2 типу, його діагностики та лікування. Однак не 
всі сторони патогенезу цього захворювання достатньо 
вивчені, й доказом цьому є неухильний ріст 
захворюваності, висока смертність 1 частота 
ускладнень. 

З огляду на дан про мультифакторність 
патогенезу ЦД 2 типу, без сумніву, є актуальним 
дослідження різних експериментальних моделей 
інсулінової недостатності, які 6 на патогенетичному 
рівні відповідали розвитку цього захворювання у 
людини і могли б бути основою для пошуку нових 
перспективних  протидіабетичних засобів, шляхів 
корекції різноманітних ускладнень, які виникають за 
умов ЦД 2 типу. 

Класичною  експериментальною моделлю по 
відтворенню різних  гіперглікемічних станів є 
стрептозотоцин-індукована | модель. Природний 
антибіотик стрептозотоцин (СТЦ) представляє собою 
М-ацетилглюкозамін, що містить у положенні ацетату 
залишок нітрозосечовини. Тропність стрептозотоцину 
до В-клітин обумовлена наявністю в складі його 
молекули глюкози, за допомогою якого він 
селективно зв'язується з відповідним переносником у 
складі плазматичної мембрани клітин, що забезпечує 
високу акумуляцію препарата в інсулярній тканині 
[1]. Токсичність стрептозотоцину обумовлена різними 
факторами. Основним метаболітом СТЦ, з яким в 
найбільшій мірі пов'язаний його токсичний ефект, є 
оксид азоту. У серії досліджень доведено [2], що 
завдяки наявності нітрозного залишка СТЦ здатен 


неферментативно вивільнювати вільний МО, який 
може перетворюватися в пероксинітрит і призводити 
до процесів вільнорадикального окиснення. 
Специфічна дія МО на В-клітини полягає також в 
активації  гуанілатциклази, що призводить до 
підвищення рівня  ССМР, інгібування мітохон- 
дріальної аконітази та порушень аеробного окиснення 
глюкози, 1 як наслідок, пригнічення  глюкозо- 
стимульованої секреції 1 синтезу інсуліну [3]. 
Зниження активності аконітази, яка залучена у цикл 
Кребса, призводить до повного виснаження 
внутрішньоклітинних запасів НАДН 1 АТФ [4], що 1є 
безпосередньо причиною некрозу В-клітин. Слід 
зазначити, що сам СТЦ 1 його метаболіти являються 
алкілуючими агентами, які викликають метилювання 
залишків гуаніну та аденіну в молекулі ДНК [5]. В 
сукупності всі ці фактори призводять до загибелі [- 
клітин підшлункової залози і надають підставу 
використовувати СТЦ ДЛЯ моделювання 
експериментального ПД. 

Метою роботи було відтворити в експерименті на 
щурах стрептозотоцин-індуковану модель ЦД 2 типу і 
оцінити можливість використання цієї 
експериментальної моделі для подальшого 
дослідження молекулярних та біохімічних механізмів 
патогенезу ЦД 2 типу. 


МАТЕРІАЛИ І МЕТОДИ 


Досліди проводили на білих нелінійних щурах 
обох статей. Експериментальний ЦД 2 типу 
викликали одноразовим внутрішньочеревним 
введенням новонародженим 1-2 добовим щурятам 
розчину стрептозотоцину з розрахунку 80 мг на 1 кг 
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маси тіла [6]. Контрольну групу складали щури, яким 
у тому ж віці внутрішньочеревно вводили 10 мМ 
цитратний буфер (РН 4,5), який використовували для 
розведення стрептозотоцину. 

Через 180 діб у сироватці крові дослідних тварин 
визначали основни показники вуглеводного та 
ліпідного обміну. Концентрацію глюкози 
встановлювали за допомогою приладу «ГЛЮКОФОТ- 
П» (Украіна) згідно інструкції. Вміст 
глікозильованого гемоглобіну, холестеролу та 
тригліцеридів вимірювали спектрофотометрично за 
допомогою наборів реактивів фірми Гасһета (Росія). 
Рівень вільних жирних кислот (ВЖК) встановлювали 
згідно методу [7]. Рівень інсуліну визначали методом 
імуноферментного аналізу з використанням набору 
реактивів (МіШроге, Саї. ЕХКМІ-13К). 

Біохімічний аналіз крові (вміст альбуміну, 
загального білка, загального білірубіну, креатиніну, 
сечової кислоти, сечовини, активність лужної 
фосфатази, аланінамінотрансферази (АЛТ), 
аспартатамінотрансферази (АСТ), а-амілази) 
проводили за допомогою напівавтоматичного 
біохімічного аналізатора Містоїаб 300 (Ма! Зслепайс, 
Нідерланди). 

Одним з основних підтверджень розвитку 
стрептозотоцин-індукованого ЦД 2 типу було 
встановлення глюкозотолерантності та 
інсулінорезистентності у групі дослідних тварин з 
моделлю ПД 2 типу. 

Пероральний тест на толерантність до глюкози 
проводили згідно рекомендацій, як запропоновано у 
роботі [8]. Перед проведенням тесту натщесерце 
тварини були анестезован за допомогою 
інтраперитонеальної ін'єкції тіопенталу натрію у дозі 
40 мг/кг. Визначали концентрацію глюкози у крові, 
після чого за допомогою зонду щурам рег 05 вводили 
розчин глюкози у загальному об'ємі 2 мл 13 
розрахунку 2 г/кг маси тварини. За допомогою 
внутрішньовенного катетера через 30, 60, 90 та 120 хв 
відбирали проби крові та визначали концентрацію 
глюкози. За результатами тесту будували глікемічні 
криві, які показують, наскільки швидко 
нормалізується рівень цукру у крові контрольних 
тварин та щурів з моделлю ЦД 2 типу. 

Для підтвердження розвитку стану 
інсулінорезистентності у дослідних тварин визначали 
чутливість периферичних тканин до дії інсуліну за 
допомогою інсуліно-глюкозотолерантного тесту [9] 


проведеного з власними модифікаціями. Перед 
проведенням тесту натщесерце тварини були 
анестезовані за допомогою  інтраперитонеальної 


ін'єкції тіопенталу натрію у дозі 40 мг/кг. Після 
встановлення концентрації глюкози у крові, щурам 
внутрішньовенно вводили розчин глюкози у 
загальному об'ємі 0,2 мл із розрахунку 0,7 г/кг маси 


тварини та розчин інсуліну ( Монодар", Україна) з 
розрахунку 0,175 О/кг маси тварини. За допомогою 
внутрішньовенного катетера через 2, 4, 6, 8, 10, 20 та 
30 хв від моменту введення інсуліну відбирали проби 
крові та визначали концентрацію глюкози. Глікемічні 
криві, побудовані за результатами тесту, 
відображають, наскільки швидко нормалізується 
рівень глюкози в крові у відповідь на екзогенний 
інсулін у групі контрольних тварин та щурів з 
моделлю ЦД 2. 

Статистичний аналіз здійснювали за допомогою 
прикладних програм статистичного аналізу Мисгозой 
Ехсе|. Для оцінки міжгрупових відмінностей 
застосовували параметричний критерій Стьюдента. 
Різницю між показниками вважали статистично 
значущою при р<0,05. 


РЕЗУЛЬТАТИ ТА ЇХ ОБГОВОРЕННЯ 


Розвиток ЦД 2 типу супроводжується тривалими 
порушеннями вуглеводного, ліпідного та білкового 
обмінів, що призводить до патологічних змін у 
функціонуванні різних органів та систем. Одним з 
основних діагностичних критеріїв розвитку ЦД є 
визначення рівня глікемії натще. 

У ході досліджень нами встановлено, що 
концентрація глюкози в крові тварин контрольної 
групи коливалася в межах 4,2-6,8 ммоль/л. Показано, 
що розвиток експериментального стрептозотоцин- 
індукованого ЦД 2 типу супроводжувався 
підвищенням вмісту глюкози в крові натще в 1,5 рази 
порівняно зі значеннями контрольної групи (рис. 1, 
А). Для подальших досліджень у групу дослідних 
тварин з моделлю ЦД 2 типу відбирали тварин з 
рівнем глікемії 8-14 ммоль/л. 

Показано підвищення рівня глікозильованого 
гемоглобіну у крові тварин з моделлю ПД у 3,5 раз 
(рис. 1, Б) порівняно з контролем, що може бути 
показником довготривалої гіперглікемії та 
прогностичним маркером ускладнень, що 
супроводжують розвиток досліджуваної патології. 

При ЦД 2 типу порушення вуглеводного 
метаболізму поєднуються з вираженими змінами 
ліпідного обміну. У ході досліджень нами 
встановлено, що за умов розвитку стрептозотоцин- 
індукованого ЦД 2 типу відбувалося підвищення 
концентрації тригліцеридів в 1,7 раза відносно їх 
вмісту в крові контрольних щурів (рис. 1, В). Слід 
відмітити зростання рівня холестеролу в крові в 2,4 
раза у дослідних тварин з експериментальним ЦД 
порівняно зі значеннями контрольної групи (рис. 1, Г). 
Вміст ВЖК у сироватці кров щурів з 
експериментальним ЦД 2 типу був підвищений в 3 
рази порівняно з контролем (рис. 1, Д). 
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Рис. 1. Концентрація глюкози (А), глікозильованого гемоглобіну (СНБ) (Б), тригліцеридів (В), холестеролу (Г), ВЖК (Д) та 
інсуліну (Б) у сироватці крові контрольних щурів та тварин з моделлю ЦД 2 типу 


(М + т;п = 8): 


Примітка: З - р < 0,05 різниці достовірні по відношенню до контролю 


Такі зміни ліпідного метаболізму можуть бути 
наслідком гіперглікемії та інсулінорезистентності 
периферичних тканин і підтверджувати розвиток 
експериментального ЦД 2 типу у групі дослідних 
тварин. 

Показано зниження концентрації інсуліну у 3,5 
рази у сироватці крові щурів з експериментальною 
моделлю ЦД 2 типу порівняно з показниками 
контрольної групи тварин (рис. 1, Е). Зниження 
вмісту інсуліну може бути наслідком порушення 


функціонування  інсулярного апарату В-клітин 
підшлункової залози за умов досліджуваної 
патології. 


Отже, встановлені зміни основних показників 
вуглеводного та ліпідного обмінів відповідають 
клінічній картині, що супроводжує розвиток ЦД 2 
типу 1 узгоджується з метаболічними порушеннями 
у людей хворих на інсуліннезалежний ЦД. 

У таблиці 1 наведені основні біохімічні 
показники сироватки крові щурів, за якими можна 
охарактеризувати функціональний стан організму, 


умов розвитку стрептозотоцин-індукованого ЦД 2 
типу не відбувається достовірних змін вмісту 
альбуміну та загального білка відносно їх рівня у 
крові контрольних щурів. 

Показано зростання активності основних 
печінкових трансаміназ - АЛТ та АСТ у 2,4 та 1,4 
рази відповідно у тварин з моделлю ЦД 2 типу 
порівняно зі значеннями контрольної групи тварин. 
Відмічено підвищення активності лужної фосфатази 
в 1,2 рази та а-амілази у 1,4 у сироватці крові 
експериментальних тварин порівняно з контролем. 


Таблиця 1. 
Показники біохімічного аналізу сироватки крові 
щурів за умов експериментального 
ЦД 2 типу (М+т, п-8) 


та оцінити глибину метаболічних порушень за умов 
досліджуваної патології. 

Встановлено, що розвиток стрептозотоцин- 
індукованного ЦД 2 типу супроводжувався зміною 
основних біохімічних показників крові 
експериментальних тварин (табл. 1). Показано 
підвищення вмісту загального білірубіну (в 1,35 
рази), зниження рівня креатиніну, сечової кислоти 
та сечовини (у 1,25, 1,3 та 1,6 рази відповідно) у 
сироватці крові дослідних тварин з моделлю ЦД 2 
типу. У ході досліджень нами встановлено, що за 


Показник Контроль ЦД 2 типу 
Білірубін загальний, 12431026 1.68+0.08* 
мкмоль/л Бека 271270 
АЛТ, од/л 27,14+5,08 64,87+9,26* 
АСТ, од/л 154,43+11,67 208+38* 
Лужна фосфатаза, од/л 204,5+12,34 249,5+2,12* 
а-амілаза, од/л 513,63+87,73 723,2+138,74* 
Креатинін, мкмоль/л 82,16+8,83 65,66+5,28* 
и 180,49427,51 | 139,28+17,55* 
мкмоль/л 
Сечовина, ммоль/л 10,97--1,97 6,73+1,16* 
Загальний білок, мг/мл 1,755+0,19 1,723+0,06 
Альбумін, г/л 37,76+3,53 37,79+2,5 


Примітка: * - р < 0,05 різниці достовірні по відношенню до 


контролю. 
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ЦУКРОВОГО ДІАБЕТУ 2 ТИПУ У ЩУРІВ 


Встановлені зміни біохімічних показників крові 
за умов моделювання ПД 2 типу вказують на суттєві 
порушення функціонування різних органів та 
систем, що загалом узгоджується з особливостями 
клінічного перебігу цієї патології 1 може бути 
додатковим підтвердженням формування стійкого 
стану ЦД 2 типу у дослідних тварин. 
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Рис.2. Глікемічні криві перорального глюкозо- 
толерантного тесту: 

1-у контрольній групі тварин; 2-у щурів з 
експериментальною моделлю ЦД 2 типу 
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Рис. 3. Глікемічні криві отримані у ході інсуліно- 
глюкозотолерантного тесту: 

1 - у групі контрольних тварин; 

2 – у шурів з експериментальною моделлю ЦД 2 типу. 

Розвиток ЦД 2 типу часто супроводжується 
порушенням толерантності до глюкози. Термін 
«порушення толерантності до ГЛЮКОЗИ» 
використовують для характеристики патологічного 
стану, при якому рівень глюкози у плазмі крові 
перевищує 7,8 ммоль/л через 2 години після 
перорального прийому глюкози. 

З аналізу кривих глюкозотолерантного тесту 
встановлено, що у тварин з експериментальним 
стрептозотоцин-індукованим ЦД 2 типу рівень 
глікемії через 2 години від моменту введення 
глюкози залишався вищим за 13 ммоль/л (рис. 2). 

Отримані результати можуть вказувати на 
порушення толерантності до глюкози у групі тварин 
з моделлю ЦД 2 типу. В клініці порушену 
толерантність до глюкози не прийнято трактувати 
як діагностичний маркер ЦД, а лише як показник 


підвищеного ризику розвитку діабету. У середньому 
лише 30% пацієнтів з порушеною толерантністю до 
глюкози стають діабетиками. 

Інсулінорезистентність - це патологічний стан, 
який характеризується низьким рівнем поглинання 
глюкози периферичними тканинами організму під 
дією інсуліну, що є результатом нечутливості клітин 
і тканин різних органів до цукрознижувальної дії 
цього гормону. 

Сьогодні інсулінорезистентність розглядають як 
основний патогенетичний фактор розвитку ЦД 2 
типу, а дослідження чутливості периферичних 
тканин до дії інсуліну є основним діагностичним 
критерієм підтвердження стану інсулін-незалежного 
ЦД [10]. 

Глікемічні | криві, наведені на | рис.3 
відображають, динаміку нормалізації рівня глюкози 
в крові у відповідь на екзогенний інсулін у групі 
контрольних тварин та щурів з моделлю ЦД 2. 

Для кількісного | обрахунку результатів 
отриманих у ході інсулін-глюкозотолерантного 
тесту за індекс чутливості периферичних тканин до 
інсуліну приймали швидкість зниження глюкози в 
крові після введення інсуліну, яку визначали за 
зміною показників концентрації глюкози на 2 1 10 
хвилини від моменту введення інсуліну. 

З аналізу отриманих даних встановлено 
зниження швидкості засвоєння ГЛЮКОЗИ 
периферичними тканинами у тварин З 
експериментальним ЦД 2 майже в 1,5 раза 
порівняно з контрольною групою (рис. 3). Отримані 
результати можуть вказувати на стан 
інсулінорезистентності, який відіграє важливу роль 
у патогенезі ЦД 2 типу. Втрата чутливості клітин 
печінки, м'язової та жирової тканин до дії інсуліну є 
однією з ключових причин метаболічних порушень 
вуглеводного та ліпідного обміну за умов ЦД 2 типу 
та одним з основних факторів розвитку та 
прогресування його ускладнень. 


ВИСНОВКИ 


За допомогою  стрептозотоцину відтворено 
модель ЦД 2 типу, яка супроводжується зміною 
основних показників вуглеводного та ліпідного 
обміну, появою глюкозотолерантності та 
інсулінорезистентності. Отримані результати 
дозволяють стверджувати, шо стрептозотицин- 
індукована модель ЦД є адекватною та близькою до 
ЦД 2 типу у людини і може бути використана в 
дослідженнях на тваринах для більш поглибленого 
вивчення біохімічних та молекулярних механізмів 
патогенезу ЦД 2 типу. 
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ВОСПРОИЗВЕДЕНИЕ ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНОЙ СТРЕПТОЗОТОЦИН-ИНДУЦИРОВАННОЙ МОДЕЛИ САХАРНОГО 
ДИАБЕТА 2 ТИПА У КРЫС 


Галенова Т.И., Конопельнюк В.В., Савчук А.Н., Остапченко Л.И. 


В эксперименте на крысах воспроизведена стрептозотоцин-индуцированная модель сахарного диабета 2 типа. Установлены 
изменения основных показателей углеводного и липидного обмена, развитие состояния глюкозотолерантности и 
инсулинорезистентности у подопытных животных с моделью сахарного диабета 2 типа. Сделан вывод, что смоделированное 
состояние является адекватной моделью сахарного диабета 2 типа у человека. Данный подход может быть использован в 
исследовании биохимических и молекулярных механизмов патогенеза сахарного диабета 2 типа на животных. 


Ключевые слова: сахарный диабет 2 типа, метаболические нарушения, стрептозотоцин. 
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Гарманчук Л.В. 


ННЦ "Інститут біології” Київського національного університету імені Тараса Шевченка 
е-таій:Іішатуіавағтапсћик(@ғатЫег.ғи 


Надійшла до редакції 28.02.2010 


Для дослідження механізмів диференціювання ендотеліоцитів, які є основною клітинною мішенню, що залучається в пухлинний 
ангіогенез, було порівняно дві моделі росту клітин: 20- та 3О-вимірні культури. Для цього використовували клітинну лінію 
ендотелію МАЕС. Генерацію сфероїдів проводили з використанням КМ-целюлози. Для ініціації диференціювання до клітин 
додавали 1 нг/мл МЕСЕ, 1 нг/мл ВВЕ, 5 нг/мл ФМА та поміщали на субстрат, покритий агарозним гелем (0,5%) з додаванням 
0,02% фібринонектину. Порівнювали площу міграції клітин із сфероїдів в терміни інкубації від 1 до 15 діб. Було показано, шо 
площа мігруючих клітин 1з сфероїдів збільшується рівномірно по периметру радіально від краю сфероіда до периферії зони 
мігруючих клітин та залежить від терміну інкубації ендотеліоцитів. Для 2О-росту клітин закономірностей направленої міграції та 


формування прокапілярних структур не відмічено. 


Ключові слова: ендотеліальні клітини, 2О- та 30-вимірні культури. 


ВСТУП 


Раніше нами з використанням лінії ендотеліальних 
клітин миші МАЕС було розроблено експериментальну 
модель в системі іп уйго для проведення скринінгу про- 
та антиангіогенних чинників по відношенню до різних 
фаз ангіогенезу, що включає: 

- дослідження мітогенного ефекту проангіогеннх 
факторів росту (ЕСЕ, МЕСЕ); для цього клітини 
культивували до досягнення повного конфлюенту 
(стаціонарна фаза росту клітинної популяції) та за 
відсутності сироваткових факторів в середовищі 
інкубації [1]; 

- визначення прямого цитотоксичного ефекту по 
відношенню до активно проліферуючих ендотеліальних 
клітин - використовували клітини за експоненційного 
росту [2]; || 

- | дослідження електрокінетичного та 
метастатичного потенціалу ендотеліальних клітин [3]. 

З даних літератури відомо, що для моделювання 
ангіогенезу іп уйго існують так звані 2-хвимірні 
культури ендотеліоцитів, за яких клітини культивують 
на штучних  адгезивних  матриксах таких як 
фібронектин, колаген ПУ типу, желатин. 3 
використанням таких штучних матриксів було показано 
регуляцію утворення прокапілярних структур [4, 5]. 
Результати отримані з використанням Матригелей та 
колагенових гелей демонструють формування не лише 
прокапілярних структур, а й здатність виконання 
механічної функції ендотеліальними клітинами [6-9]. За 
умов довготривалого культивування ендотеліальних 
клітин досліджується роль про- та антиангіогенних 
чинників, а також вплив співкультивування 
ендотеліальних клітин з перицитами, що сприяють 
формуванню прокапілярних структур (10, 11]. В той же 


час, використання моделей для короткострокового 
культивування ендотеліальних клітин вимагає 
субконфлюенту для формування прокапілярних 
структур. Тому, за таких умов проліферація та міграція 
клітин з метою формування структур обмежена 
відсутністю певних чинників паракринної регуляції в 
середовищі мікрооточення. Деякі із адгезивних матриць, 
зокрема желатинова не має достатньої протеолітичної 
активності з тим, щоб формувались прокапілярні 
структури. Також важливим чинником може бути 
наявність/відсутність певного відсотку сироватки в 
середовищі культивування ендотеліальних клітин, що 
може також бути лімітуючим фактором при формуванні 
прокапілярних структур [11]. Таким чином, двухвимірні 


моделі відіграють певну роль для розуміння 
позаклітинного матриксу для судинного морфогенезу, 
однак не відображають адекватно всі етапи 
фізіологічного ангіогенезу. Однак, більш вагоме 


значення у дослідженні ангіогенезу іп уйго насьогодні 
мають так звані трьохмірні моделі, які грунтуються на 
здатності активувати ендотеліальні клітини 
вбудовуватись в  трьохвимірні підложки [12]. 
Трьохвимірна матриця може складатись з колагенового 
гелю, згустка плазми, очищеного фібрину, Матригелю 
або | суміші цих компонентів. Для активації 
диференціювання також використовуються цитокіни, які 
сприяють міграції та вбудовуванню ендотеліальних 
клітин в  трьохвимірні структури  позаклітинних 
матриксів [13]. При впливі факторів мікрооточення, що 
сприяють ангіогенезу в таких трьохвимірних структурах 
можна досліджувати ефективність ангіогенезу за 
кількістю та довжиною утворених структур. 

Нами, при дослідженні впливу УЕСЕ на клітини в 
стаціонарній фазі росту через 96 годин інкубації було 
зафіксовано формування прокапілярних структур [1]. 
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Однак, контактне гальмування, обумовлене щільністю 
конфлюенту в 2-Ї) культурах, призводило через деякий 
час до відкріплення клітин від субстрату та загибель. 
Метою даної роботи було визначення впливу УЕСЕ та 
анті-УЕСЕ на здатність формування прокапілярних 
структур за умов 2-О та 3-Р” росту ендотелальних клітин 
при довготривалому культивуванні. 


МАТЕРІАЛИ І МЕТОДИ 


МАЕС - клітинна лінія ендотеліальних клітин, 
отримана із аорти мишей лінії ВАГВ/с [14]. Клітини 
інкубували в середовищі ОМЕМ (біста, США) з 
додаванням 10% ЕТС (5іста, США), 2мМ Г-глутамну 
та 40 мкг/мл гентамщину при 37 С за вологих умов, 5% 
СО». Генерацію сфероїдів проведено як описано [15] з 
модифікацією субстрату покриттям фібронектином [9]. 
Отримані сфероїди висаджували на фібронектиновий 
субстрат в середовищі культивування ОМЕМ (5ієта), 


що містило 2% ЕТС (Ѕірта), 1 нг/мл екстракту мозку із 
великої рогатої худоби (ВВЕ, Сіопейсв) та 0,24% КМ- 
целюлози. Для ініціації диференціювання до 2р- та 3р- 
культур додавали МЕСЕ (І нг/мл), очищений як описано 
Шта 5 нг/мл ФМА (форболові ефіри). Культивування 
клітин проводили впродовж 15 днів із заміною 
середовища кожні 3 дні. Формування прокапілярних 
структур оцінювали за розмірами з використанням 
інвертованого мікроскопу Ахіоуегі 40 С при збільшенні 
10х/0,25 Рһ ІУагі, за допомогою програми для 
обрахунку площі міграції (Ахіоміз8іоп). 


РЕЗУЛЬТАТИ ТА ЇХ ОБГОВОРЕННЯ 


За результатами дослідження було виявлено, що за 
однакових умов мікрооточення клітини із 2О- та 3р- 
культур розповсюджуються по субстрату по-різному 
(рис. 1). 


2)-культура 


3р-культура 


1 доба 


3 доби 


5 діб 


14 діб 


Рис. 1. Диференціювання ендотеліальних клітин іп уйго із 2О- та 30-культур. 
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МОДЕЛЮВАННЯ АНГІОГЕНЕЗУ ЈУ ИТКО З ВИКОРИСТАННЯМ 3р-КУЛЬТУР ЕНДОТЕЛІАЛЬНИХ КЛІТИН 


Таблиця 1. 
Показники площі сфероїдів, площі міграції клітин та їх співвідношення 
Термін інкубації Площа сфероїду Площа міграції Співвідношення 
3р- культур ( шм2х10°) клітин площі міграції клітин до 
( им?х1 05) площі сфероїда 
1 доба 3,8+1,7 5,1+1,3 1,34 
3 доби 4,2--1,8 8,9-0,9 2,11 
5 діб 7,7-1,4 13,9+2,1 1,8 
7 діб 6,3+0,6 18,3=2,5 2,9 
11 діб 11,6+3,7 85,2--4,9 7,32 
14 діб 3,7+0,4 93,4+5,6 25,24 


Якщо із 2)-культур поширення по субстрату 
носило хаотичний характер, то міграція клітин 1з 
сфероїдів відбувалась радіально від центру до 
периферії. Також зафіксовано, що відношення площі 
сфероїда до площі, на яку розповсюджуються клітини, 
зменшується з часом інкубації клітин. Так, через добу 
після висадження клітин співвідношення площі 
міграції та заселення клітинами субстрату до площі 
сфероїда становило 1,34; через 3 доби - 2,1; на 5 добу 
спостерігалось незначне зниження цього показника - 
1,3 (табл. 1). 

Проте, як свідчать наведені дані, спостережуване 
зниження обумовлено не лише площею міграції 
клітин, а й збільшенням площі сфероїдів (див. рис.1, 
табл. 1), що вказує на активну проліферацію клітин у 
сфероїдах (час подвоєння популяції ендотеліальних 
клітин лінії | МАС, визначений за умов 
експоненційного росту в 20-культурах становить 
22--2 годин |11). Починаючи з 5 доби інкубації площа 
міграції клітин із сфероїдів поступово збільшується 1 
співвідношення площі міграції клітин по субстрату до 
площі сфероїдів досягає 25,24 на 14 добу інкубації. 


ВИСНОВКИ 


Таким чином було виявлено, що площа мігруючих 
клітин із сфероідів збільшується рівномірно по 
периметру від краю сфероїда та залежить від терміну 
інкубації клітин. Для 2р-росту клітин закономірностей 
направленої міграції та формування прокапілярних 
структур не зафіксовано. 
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МОДЕЛИРОВАНИЕ АНГИОГЕНЕЗА ГУ ИТВО С ИСПОЛЬЗОВАНИЕМ 3р-КУЛЬТУР ЭНДОТЕЛИАЛЬНЫХ 
КЛЕТОК 


Гарманчук Л.В. 


Для исследования механизмов дифференцирования эндотелиоцитов, являющихся основной клеточной мишенью, 
вовлеченной в опухолевый ангиогенез, было сравнено две модели роста клеток: 20- и ЗО-мерные культуры. Для этого 
использовали клеточную линию эндотелия МАЕС. Генерацию сфероидов проводили с использованием КМ-целлюлозы. Для 
инициации дифференцирования к клеткам добавляли 10 нг/мл УЕСЕ, 30 нг/мл ВВЕ, 5 нг/мл ФМА и помещали на субстрат, 
покрытый агарозным гелем (0,5%) с добавлением 0,02% фибринонектина. Сравнивали площадь миграции клеток из 
сфероидов в период инкубации от 1 до 15 суток. Было показано, что площадь миграции клеток из сфероидов увеличивается 
равномерно по периметру радиально от края сфероида к периферии зоны мигрирующих клеток и зависит от времени 
инкубации эндотелиацитов. Для 2П-роста клеток закономерностей направленной миграции и формирования 
прокапилярных структур не отмечено. 


Ключевые слова: эндотелиальные клетки, 2р- и 3О-мерные культури. 


АМСТОСЕМЕ$!$ МОВЕЦЧИМКС ІМ ИТКО ОЅІМС 30-СОГТОВЕ$ ОЕ ЕХООТНЕ!ЛАГ, СЕГТ 8 
Сагтапсһик І..У. 


То іпуеѕбраѓе ће 4етепиайоп тесһапіѕтѕ ої епдофеПосуез, мһісһ аге (һе таш сеЙ\Шаг {агоеё ої їитог апріорепев15, їмо 
тоде1ѕ об сеП этом: 2О-апа ЗО-сиге5 - меге сотрагеа. Еог 1$ ригрозе епдоеПа] сей Іше ої МАЕС указ изей. Сепегайоп 
оҒ врһего1468 ууав сопфисіей изше СМ-сеПиоѕе. То іпійаѓе а егепбайоп 1 пр/ті УЕСЕ, 1 поли ВВЕ, 5 по/ті РМА меге ад4еа 
апа се115 уеге рІасеа оп а ѕибѕігаѓе, соаѓеа млі арагове ре! (0,5%) уу Фе адашоп ої 0,02% НБипопекип. Тһе агеа ої 3 се 
півгайоп йо ѕрһего1йѕ уаѕ сотрагей іп іпсифайоп (егіпв гот 1 (о 15 дауз. Е \’аз 5ром/п аїѓ ће агеа оЁЗО пиртание се! гот 
ѕрһего14ѕ іпсгеаѕеѕ едиаПу агоџпа ће регітеїег гайіаПу от ѕрһего1а ере іо Ше регірһегу топе ої пістайпр се11ѕ апа аерепаѕ оп 
епдофеПосуез шсибаноп іџгайоп. Еог 20-ртожќћ ої сеПв райегиз ої Фігесіопа! тіртайоп апа рго-сарШагу вігісіпгев Ғогтайоп 
меге пої оБѕегуей. 
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Системний червоний вовчак (СЧВ) характеризується порушенням функціонування системи зсідання крові і часто 
супроводжується виникненням тромбозів. Причиною цього можуть виступати аутоантитіла, які утворюються протягом 
розвитку патології. Представлена стаття присвячена отриманню і характеристиці фракцій аутоантитіл із крові хворих на 
СЧВ та дослідженню їх впливу на окремі фактори системи гемостазу. В результаті проведених досліджень було 
встановлено, що в присутності аутоантитіл знижується швидкість активації ключових параметрів згортання - фактору Х та 
протромбіну. Отримані дані будуть в подальшому використані для більш повної характеристики участі аутоантитіл в 
патологічних процесах зсідання крові, що спостерігаються при захворюванні на СЧВ. 


Ключові слова: аутоантитіла, системний червоний вовчак, система зсідання крові. 


ВСТУП 


Системний червоний вовчак -- аутоімунне 
захворювання, що має різноманітні клінічні прояви 1 
характеризується появою в кровотоці аутоантитіл до 
ядерних антигенів власного організму. Встановлено, 
що захворюваність СЧВ жінок в 10 разів вища, ніж у 
чоловіків. Також є дані про значення етнічних ознак, 
генетичної схильності та індивідуальної чутливості до 
умов навколишнього середовища при захворюванні на 
СЧВ [1]. Механізмом розвитку СЧВ є поліклональна 
активація В-лімфоцитів та продукція аутоантитіл, які 
зумовлюють ураження практично всіх органів, в 
результаті чого захворювання набуває полісистемного 
характеру. Причиною смертності при СЧВ 
здебільшого є артеріальні та венозні тромбози, які 
виникають при порушенні системи гемостазу [2]. У 


хворих на СЧВ відмічено так асоційовані 
захворювання, як тромбофілічний синдром, 
антифосфоліпідний синдром, гомоцистеїнемія, 


гіперфібриногенемія, хвороба фон Віллебранда та ін. 
[3-5]. Причин розвитку супутніх хвороб при СЧВ 
може бути багато, оскільки утворення антиядерних 
аутоантитіл | веде до порушення клітинної 
імунорегуляції, що в свою чергу призводить до 
патологій різних органів і систем, в тому числі 
серцево-судинної. СЧВ характеризується порушенням 
функціонування системи зсідання крові і часто 
супроводжується виникненням тромбозів [6]. Відомо, 
що аутоантитіла, які виникають при СЧВ, змінюють 
певні показники системи гемостазу. Зокрема, 
антифосфоліпідні антитіла викликають підвищення 
таких показників, як активований частковий 
тромбопластиновий час 1 протромбіновий час, та 
можуть стати причиною виникнення різних 


патологічних станів [7]. Є дані про зростання рівня 
фібриногену в крові хворих на СЧВ разом із 


розвитком цього захворювання [5]. Також 
встановлено, що при СЧВ зростає позаклітинне 
фосфорилювання білків плазми (включаючи 


фібриноген 1 СЗ компонент системи комплементу), що 
корелює із активацією тромбоцитів [8]. Останнім 
часом досить багато досліджень продемонстрували 
участь  антифосфоліпідних антитіл у розвитку 
тромбозів при (СЧВ, але дос залишається 
незрозумілим механізм дії цих антитіл. У зв'язку з 
цим, вивчення впливу аутоантитіл на функціонування 
системи гемостазу дозволить з'ясувати механізми їх 
дії та розробити діагностичні тести для виявлення 
накопичення антитіл на початкових етапах розвитку 
хвороби. 


МАТЕРІАЛИ І МЕТОДИ 


Для дослідження впливу антитіл на активацію 
окремих компонентів системи зсідання крові у 37 
хворих відбирали кров за допомогою пункції 1з 
ліктьової вени. Отриману кров змішували з 3,8% 
розчином цитрату натрію в пропорції 9:1. Для 
отримання плазми кров центрифугували при 1200є [9]. 

Для одержання фракції антитіл використовували 
метод афінної хроматографії на протеїн А сефарозі 
[10]. На колонку з протеїн А сефарозою наносили 300- 
400 мкл плазми крові (загальний об'єм колонки 1.5 
мл). Відмивали неспецифічно зв'язані білки десятьма 
об'ємами колонки 0.05 М фосфатним буфером, рН 
7.4. Елюцію проводили гліциновим буфером (100 мМм 
гліцин-НСІ, рН 2.2). Фракції збирали по 1 мл та 
вимірювали оптичну густину отриманих антитіл. 
Проби, які містили білок, об'єднували та висолювали 
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розчином сульфату амонію до кінцевої концентрації 
45 % 1 при температурі 4°С залишали на ніч. Після 
цього центрифугували на РС-6 при 3000 об./хв 30 хв, 
супернатант відкидали, а осад розчиняли в 1 мл 
0.05 М фосфатного буферу, рН 7.4. Для позбавлення 
залишків сульфату амонію, розчин антитіл наносили 
на колонку з сефадексом С 25, врівноважену 0.05 М 
фосфатним буфером, рН 7.4. Фракції збирали по 1 мл 
і вимірювали концентрацію антитіл при 280 нм. 
Проби, які містили білок, об'єднували, 
концентрували, вимірювали оптичну густину 1 
знаходили концентрацію. Для додаткової очистки від 
важких та легких ланцюгів імуноглобулінів 
використовували  хроматографію, що поділяє за 
розмірами, на колонці з сорбентом берһадех С75. В 
роботі використовували 0,05 М трис-НСІ буфер, 
рН 7.4. 

Для перевірки чистоти отриманих антитіл 
проводили диск-електрофорез у 7,5% поліакриламід- 
ному гелі з 805 за методом Лемлі [11]. Для 
відновлення дисульфідних зв'язків застосовували 5% 
В-МЕ. Суміш білків (АтегѕЅһат Віоѕсіепсеѕ) з 
молекулярними масами 94 кДа (фосфорилаза В), 67 
кДа (альбумін), 43 кДа (овальбумін), 30 кДа 
(ангідраза), 20,1 кДа (соєвий інгібітор трипсину), 14,4 
(лактальбумін) використовували як маркери. 
Електрофорез проводили у апараті для вертикального 
гель-електорофорезу (А тегѕһат Віоѕсіепсеѕз) у 
пластинах завтовшки 0,75 або 1,5 мм за 4°С. Гелі 
фарбували 0,125% розчином кумасі С-250 у 25% 
ізопропанолі та 10% оцтовій кислоті. 

Визначення концентрації антитіл в крові хворих на 
СЧВ проводили за методикою [12]. 

Активацію протромбіну проводили за методикою 
[13]. Для дослідження впливу антитіл на активацію 
протромбіну використовували модельну систему, яка 
включала 10 мкл 0,025 М СаСЬ, 10 мкл екамуліну, 25 
мкл 2,5 мМ хромогенного субстрату протромбіну 52238 
та 0,05 М трис-НСІ буфер, рН 7,4, що містить 0,13 М 


МаС а також виділені за допомогою афінної 
хроматографії антитіла у кількості 30 мкг. Як 
позитивний контроль використовували цю ж 


модельну систему, яка не містила антитіл. Суміш 
ставили на  інкубацію при температурі 37°С, 
активацію визначали спектрофотометрично за 
розщепленням  хромогенного субстрату тромбіну 
кожні 5 хв інкубації при довжині хвилі 405 нм на 
мікропланшетному спектрофотометрі МшіѕКкап ЕХ. 
Модельна система з використанням плазми крові 
відтворює фізіологічні умови протікання процесу, але 
разом з тим в тест з плазмою вносяться білки, які 
впливають на результат експерименту. Тому для 
підтвердження впливу антитіл на активацію 
протромбіну була запропонована інша модельна 
система: для активації чистого препарату протромбіну 
складали суміш загальним об'ємом 250 мкл: 1,6 мкг 
білку, 10 мкл 0,025 М СаСЬ, 10 мкл екамуліну, 25 мкл 


2,5 мМ хромогенного субстрату протромбіну 52238 та 
0,05 М трис-НСІ буфер, рН 7,4, що містить 0,13 М 
ХаСІ. Спонтанну активність препаратів перевіряли в 
системі, що не містить екамулін. Суміші ставили на 
інкубацію при температурі 37 С, активацію визначали 
спектрофотометрично за розщепленням хромогенного 
субстрату тромбіну кожні 5 хв. інкубації при довжині 
хвилі 405 нм на мікропланшетному спектрофотометрі 
Миїійзкап ЕХ. 

Для активації фактору Х в плазм кров 
використовували активатор Х фактору, виділений з 
отрути гадюки Рассела (ВУУ). Для визначення впливу 
антитіл на активацію Х фактору використовували 
модельну систему, що включала 5мкл плазми донорів, 
30 мкг антитіл, 10 мкл 0,025 М СаСЬ, 10 мкл активатору 
з отрути гадюки Рассела (КУУ), 25 мкл 2,5 мМ 
хромогенного субстрату протромбіну 52765 та 0,05 М 
трис-НСІ буфер, рН 7,4, що містить 0,13 М МаСІ. Суміш 
ставили на інкубацію при температурі 37°С, активацію 
визначали  спектрофотометрично за розщепленням 
хромогенного субстрату тромбіну кожні 5 хв інкубації 
при довжині хвилі 405 нм та 492 нм на 
мікропланшетному спектрофотометр Миїійзкап ЕХ. 
Спонтанну активність препаратів перевіряли в системі, 
що не містить КУУ [14]. 


РЕЗУЛЬТАТИ ТА ЇХ ОБГОВОРЕННЯ 


Системний червоний вовчак (СЧВ) - 
мультисистемне захворювання сполучної тканини, 
що характеризується гетерогенною поліклональною 
аутоїмунною відповіддю, внаслідок чого можливі 
артеріальні, венозні та мікросудинні тромбози. У 
третини хворих на СЧВ розвиваеться 
антифосфоліпідний синдром [15]. Антифосфоліпідний 
синдром (АФЛС) імунопатологічний процес, який 
викликано утворенням аутоантитіл (АФА), що мають 
широкий діапазон специфічності і спорідненості до 
різних фосфоліпідів, фосфоліпідзв'язуючим білком 
або до тих і інших, Найважливішими аутоантитілами, 
які беруть участь в патогенезі СЧВ та асоційованого з 
ним антифосфоліпідного синдрому (АФС) є антитіла 
до подвійної спіралі ДНК (апй-48ОМА) та 
антифосфоліпідні антитіла (АФА) відповідно. Проте 
не всі апі-а5$0МА та АФА можуть спричиняти 
клінічні прояви хвороби. До антитіл, які лежать в 
основі ушкодження тканин та органів при СЧВ та 
АФС відносяться тільки імуноглобуліни типу С [16]. 
Тому для виділення цих антитіл із крові хворих на 
СЧВ було обрано метод афінної хроматографії на 
протеїн А сефарозі. Даний носій зв'язує виключно 
антитіла класу С. 

На рис.1 показано хроматограму розділення 
сироватки крові хворих з СЧВ на протеїн А сефарозі. 
Зважаючи на умови проведення даного виду 
хроматографії 2 шк представляє собою практично 
чисту фракцію імуноглобулінів класу С, що містяться 
в сироватці. 
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Для позбавлення можливих домішок важких та легких 
ланцюгів імуноглобулінів класу С в отриманих 
зразках сироватки крові проводили хроматографію, 
що поділяє за розмірами, на колонці з сорбентом 
Зеррадех С75. На хроматограмі отримали 3 піки 
(рис. 2). Пік А відповідає молекулярній масі 150 кДа 1 
в цій фракції містяться імуноглобуліни С. Шки Бі В 
відповідають молекулярним масам 50 кДа 1 25кДа які 
швидше за все, представляють окремі важкі і легкі 
ланцюги імуноглобулінів, які циркулюють в 
кровотоці. 
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Рис. 1. Хроматограма отримання антитіл класу С з плазми 

крові хворих на СВЧ. 

Примітки: 1 - незв'язана частина плазми; 2 - фракція 

імуноглобулінів С; стрілкою відмечено зміну 50 мМ Ма- 

фосфатному буферу, РН 7,4 на елюючий буфер 100 мМ 

гліцин-НСІ буфером, рН 2,2 
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Рис. 2. Хроматограма фракції імуноглобулінів С на колонці 
берһайех С75. 
Примітки: А - фракція, що містить імуноглобуліни С; Б — 
фракція, що містить важкі ланцюги імуноглобулінів С; В - 
фракція, що містить легкі ланцюги імуноглобулінів С 
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Рис. 3. Електрофореграма антитіл, які були отримані 
методом афінної хроматографії на колонці з протеїн А 
сефарозою. 

Примітки: 1 - нативні антитіла; 2 – маркери молекулярної 
ваги; 3 - антитіла в присутності В-МЕ (важкі та легкі 
ланцюги) 


Методом диск-електрофорезу в ПААГ із 505 
було показано, що отриманий елюат містить білок, 
який по молекулярній масі відповідає антитілам класу 
С (рис. 3). За відсутності В-меркаптоетанолу білкова 


фракція мала характерну для імуноглобулінів 
молекулярну вагу 150 кДа, при відновленні 
дисульфідних зв'язків В-меркаптоетанолом 


утворювались фрагменти з молекулярною вагою 26 
(легкий ланцюг) 1 55 (важкий ланцюг) кДа. 
Електрофоретичний аналіз також показав відсутність 
у фракціях інших білків. Проведене дослідження 
концентрації антитіл в плазмі 37 хворих на системний 
червоний вовчак показало, що в Імл плазми 
накопичується від 2,9 мг до 14,6 мг аутоантитіл (у 
середньому - 5,7 мг). Плазми крові хворих були 
розділені на 3 групи залежно від концентрації антитіл 
(табл. 1). 


Таблиця 1. 
Коливання вмісту антитіл в плазмах крові 
хворих на СЧВ 
Концентрація А 
% 
(мг/мл) 
1 група 2-5 21.6 
2 група 5-7 27 
3 група >7 51.4 


Як видно з таблиці 1, концентрація антитіл значно 
коливається у різних пацієнтів, причиною цього є 
індивідуальні особливості розвитку хвороби в 
кожного | хворого | на | СЧВ. Отримані та 
охарактеризовані антитіла далі використовувалися 
для дослідження їх впливу на окремі параметри 
системи гемостазу. 
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У системі зсідання крові одним із ключових 
факторів є тромбін, який проявляє специфічні 
протеолітичні та гормоноподібні функції. Він впливає 
на три ланки гемостазу: тромбоцитарний апарат, 
судинну стінку та плазмові фактори згортання крові. 
Тому активація тромбіна є важливим регуляторним 
процесом, який забезпечує підтримання гемостазу. 
Активна форма фактора Х - фактор Ха разом із 
фактором Ма та  фосфоліпідною мембраною 
активують протромбін, а сам фактор Х є ключовим 
фактором, на якому сходяться зовнішні та внутрішні 
шляхи системи згортання крові [17]. Через такі 
особливості саме протромбін та фактор Х системи 
згортання крові були обрані для дослідження впливу 
на них аутоімунних антитіл, які утворюються 
протягом розвитку СЧВ та швидше за все призводять 
до порушень системи гемостазу організму. 


Рис. 4. 


активацію 
екамуліном (А – в плазмі крові, Б - чистого протромбіну) 
Примітки: 1 - контроль 2 – хворі на СЧВ. 


Вплив антитіл на протромбіну 


Після проведених досліджень виявилося, що 
швидкість активації протромбіну екамуліном під 
впливом антитіл у хворих на СЧВ знижується на 43% 
порівняно 1з контролем (рис. 4). 

Дослідження впливу аутоімунних антитіл хворих 
на СЧВ на активацію Х фактору показали значне 
сповільнення (на 48%) активації Х фактору 
активатором з отрути гадюки Рассела в присутності 
антитіл порівняно з контрольною групою (рис. 5). 
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Рис. 5. Вплив антитіл на активацію Х фактору 
Примітки: 1 - контроль 2 - хворі на СЧВ 


Отримані дані щодо пригнічення активації Х 
фактору та протромбіну за присутності аутоантитіл 
добре узгоджуються з даними літератури, оскільки 
відомий антикоагулянтний ефект АФА: інгібування 
активації фактора ІХ, активації фактора Х та 
перетворення протромбіну в тромбін [18]. Отже, 
отримані дані свідчать про пролонгуючий вплив 
очищених аутоантитіл на проферменти системи 
гемостазу. За фізіологічних умов такий вплив може 
призвести до серйозних порушень згортання крові, 
тромбозів або навпаки до крововиливів, тому що 
невідомо, яким чином аутоантитіла впливають на інші 
ланки системи гемостазу і до яких саме наслідків 
може призвести їх дія. З даних літератури відомо, що 
при АФЛС відбувається інгібування активованого 


протеїну С, фібринолізу,  антитромбіну Ш, 
антикоагулянтної активност ›-глікопротеїна І. 
АФЛС супроводжується підвищенням експресії 


адгезивних молекул ендотеліальними клітинами та 
прилипанням нейтрофілів 1 лейкоцитів до 
ендотеліальних клітин, активацією 1 дегрануляцією 
нейтрофілів, посиленням активації та агрегації 
тромбоцитів, руйнування вбудованого в мембрану 
аннексина | У, посиленням зв'язування ф›- 
глікопротеїну І з мембранами [19]. Залишається 
відкритим питання про участь аутоімунних антитіл в 
цих процесах і потребує подальших досліджень. 


ВИСНОВКИ 


Нами було отримано очищені аутоімунні антитіла із 
крові хворих на СЧВ і показано їх пролонгуючий ефект 
на активацію окремих проферментів системи гемостазу. 
Отримані дані є важливим підгрунтям у подальшому 
вивченні причин і механізмів розвитку тромботичних 
ускладнень, які є основною причиною смертності 
хворих на СЧВ та АФЛС. 
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АУТОИММУННЫЕ АНТИТЕЛА К КЛЮЧЕВЫМ КОМПОНЕНТАМ СИСТЕМЫ СВЕРТЫВАНИЯ КРОВИ, 
КОТОРЫЕ ОБРАЗУЮТСЯ В КРОВОТОКЕ ПРИ СИСТЕМНОЙ КРАСНОЙ ВОЛЧАНКЕ 


Вовк Т.Б., Савчук А.Н., Остапченко Л.И. 


Системная красная волчанка (СКВ) характеризуется нарушениями функционирования системы свертывания крови и часто 
сопровождается образованием тромбозов. Причиной этого могут выступать аутоантитела, которые образуются в процессе 
развития патологии. Данная статья посвящена получению и характеристике фракций аутоантител из крови больных СКВВ 
и исследованию их влияния на отдельные факторы системы гемостаза. В результате проведенных исследований было 
показано ‚что в присутствии аутоантител снижается скорость активации ключевых параметров свертывания - фактора Х и 
протромбина. Полученные данные будут в дальнейшем использованы для более детальной характеристики участия 
аутоантител в патологических процессах свертывания крови, которые наблюдаются при заболевании СКВ. 


Ключевые слова: аутоантитела, системная красная волчанка, система свертывания крови. 


СНАКАСТЕКІЅТІС ОЕ АОТОММОМЕ АХТІВОРІЄ5 ТО СОМРОМЕМТ ОЕ НЕМОЅТАЅІЅ, УНІСН АКЕ 
РКОПССІКС ІХ ВІООР ЕГОМ РОВІХС БҮЗТЕМІС ГОРО$ ЕВУТНЕМАТОЗ$ ОЗ 


УоуК Т.В., Ѕаусһик О.М., Озіарспепко Г.Т. 


Зузіетіс Іириѕ егуіһетаіовив (51.Е) срагасіегігед Бу дізгиріїоп ої ће Ғапсбопіпр ої Моо4 сіойіпр апа 15 ойеп ассотрапеа Бу 
готові. Тһе геаѕоп Гог 1$ соша Бе ашіоапіїбодіе5 а огтеа дигіпє аіѕеаѕе. Рге5епіед рарег 15 Фемоїед їо оМашше апа 
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Показано, що гостра ішемія т. саѕігоспетіиѕ призводить до патологічних змін скелетном'язових волокон. Ішемізація тизсіе 
саѕігоспетіиѕ викликає зменшення максимальної силової продуктивності, пришвидшує виникнення і розвиток процесів 
втоми. Показано, що в ішемізованому м'язі відбувається зменшення порогу необхідної стимуляції для досягнення 
максимального рівня скорочення одночасно зі збільшенням тривалості подразнення, необхідного для викликання 
максимальної силової відповіді. Результати дослідження показують, що компенсаторні механізмів регуляції скорочення в 
ішемізованому м'язі можуть бути ефективним тільки за умов недовготривалого подразнення. 


Ключові слова: ішемізований скелетний м'яз, стимуляція, скорочення. 


ВСТУП 


Сучасні науков тенденції спрямовані на 
дослідження лінійного та нелінійного скорочення м'язів 
за нормальних фізіологічних умов [5,13,17]. Проте, 
функціонування м'язів при патологічних ушкодженнях 
досліджено недостатньо. Відомо, що серед патологій 
(денервація, ішемія, тенотомія та їх комбінація), що 
розвиваються у | м'язах при травмі, ішемічне 
ушкодження займає одне з головних місць [4,10]. 

Зазвичай післятравматичне ішемічне ушкодження 
м'язів виникає внаслідок місцевого гіпертензійного 
ішемічного синдрому (МГІС) [1,2,6]. З того часу 
дослідниками ретельно описана стадійність 1 ступені 
тяжкості МГІС та ішемічної контрактури, що виникає у 
подальшому. Характерно, що більшість дослідників 
ішемічного ушкодження м'язів вказують, що при ішемії 
знижуються швидкістно-силові характеристики м'язів 
[2,4,9]. Проте, майже відсутні експериментальні роботи з 
дослідження зміни кінетичних характеристик 
ішемізованих м'язів. Відсутність цих даних істотно 
ускладнює розуміння патофізіологічних процесів, що 
лежать в основі функціонування скелетних м'язів в 
умовах ішемії. 


МАТЕРІАЛИ І МЕТОДИ 


Експерименти, виконували на 12 дорослих щурах 
масою від 0,2 до 0,3 кг. Час гострої ішемії складав 5 
годин. Контроль артеріального тиску вимірювали 
відкритим способом через канюлю, яку вводили в 
а. іғапѕуегѕа соШ, датчик тиску являв собою комплекс 
тензорезисторів. 

Для підтримки функціонального стану тварини 
протягом досліду робилися ін'єкції суміші розчину 
глюкози й  поліглюкіна, стимуляторів серцевої 


діяльності й дихання. Перед операцією, з метою 


зменшення ексудативних явищ, тварині робили 
підшкірні ін'єкції 0,2 - 0,5 мл 0,1 % розчину атропіну. 
При попередній підготовці до експерименту анестезію 
здійснювали внутрішньочеревним введенням нембутала 
(40 мг/кг). У досліді, при необхідності, стан глибокого 
наркозу підтримували шляхом повторних 
внутрішньочеревних ін'єкцій невеликих доз нембутала 
(10 - 15 мг/кг). Для ішемізації м'язів використовували 
розріз шкіри (1 = 1,5-2,5 см.) по внутрішній поверхні 
стегна та гомілки. Розтин фіксували автоматичним 
ранорозширювачем. Лігатурами  перетягували гілку 
стегнової артерії та вени разом з іншими перфорантними 
судинами (у 4 випадках виконували лігірування до 7 
перфорантних артерії 1 вен), що забезпечують 
кровопостачання експериментального м'яза. Контроль 
припинення регіонарного кровотоку проводили шляхом 
візуалізації появи краплі крові на поверхні м'яза після 
нанесення мікроподряпини ін'єкційною голкою. Вже на 
5 хв експерименту кровоток припинявся. Стандартна 
підготовка поряд з вище зазначеними заходами 
включала препарування й канюлювання (для введення 
фармпрепаратів 1 для вимірювання тиску), трахеотомію, 
ламінектомію на рівні поперекового відділу спинного 
мозку. М. ұеаѕігоспетіиѕ ретельно звільняли від 
оточуючих тканин, у дистальній частині перерізали його 
сухожильну частину у поперек. До проксимальної кукси 
кріпили металевий гачок зі стрічкою, через яку 
під'єднували | м'яз до механостимулятора. Для 
підготовки до модульованої стимуляції еферентів у 
сегментах 17-5, перерізали вентральн корінці 
безпосередньо в місця їхнього виходу зі спинного мозку. 

Після операційної підготовки тварину розмішали в 
стереотаксичному станку (СЄЖ 4), обладнаного 
системою стійок і затискачів для жорсткої фіксації 
різних відділів хребта, кінцівок 1 голови. Шкірні краї 
двох розрізів шкіри (на спині і в досліджуваній задній 


65 


ЗМІНА ПАРАМЕТРІВ СКОРОЧЕННЯ СКЕЛЕТНИХ М'ЯЗІВ ЗА УМОВ ГОСТРОЇ ІШЕМІЇ 


кінцівці) підшивали до арматур станка, при цьому 
ванночки, шо утворилися,  заливалися теплим 
вазеліновим маслом, спінальні корінці укладали на 
біполярні платинові електроди (0,3 мм у діаметрі), 
зігнуті на кінцях. 

У більшій частині експериментів механічні впливи 
на м'яз робили за допомогою механостимулятору, 
розробленого у лабораторії біофізики збудливих систем 
кафедри біофізики, біологічного факультету Київського 
національного університету імені Тараса Шевченка [3]. 
Механостимулятор створений на основі 
електромагнітного двигуна, на рухливій частині якого 
були змонтовані датчики сили Й довжини. Зміну сили 
вимірювали за допомогою чотирьох тензорезисторів, 
наклеєних із двох сторін на сталеву пластину та 
включених у мостову вимірювальну схему. При 
деформації сталевої пластини, яка виникала в результаті 
силового впливу об'єкту дослідження на рухливу 
частину електродвигуна, на виході вимірювальної схеми 
формувався сигнал, пропорційний  прикладеному 
зусиллю.  Позиціювання каретки, 1, відповідно, 
вимірювання довжини м'яза здійснювали прецизійним 
потенціометричним датчиком, рухлива частина якого 
була жорстко зв'язана з кареткою, а електрично він 
підключався до відповідної мостової вимірювальної 
схеми. 

Сигнали, сформовані обома вимірювальними 
пристроями подавалися до відповідних реєстраторів та 
одночасно із цим служили сигналами зворотного зв'язку 
у двох незалежних контурах серворегулювання. При 
підключенні відповідного контуру можна було 
здійснювати сервоконтроль одного з параметрів: сили (Р 
- контроль) або довжини (Г - контроль). У 
механостимуляторі була також реалізована можливість 
електронного керування переходами між двома 
режимами сервоконтролю (від І, - контролю до Р - 
контролю й навпаки). У кожній із сервосистем був свій 
лінійний регулятор, що складався з послідовно з'єднаних 


пропорційної, диференційної та інтегруючої ланок 
(регулятор контролю режиму скорочення (КРС). 
Оптимальне настроювання параметрів кожного 


регулятора робили при механічному навантаженні 
механостимулятора еластичним навантаженням 13 
жорсткістю близько 0,5 Н/мм. Постійні часу перехідних 


процесів в обох режимах сервоконтролю не 
перевищували 50-60 мс, власна податливість 
механостимулятора при його оптимальному 


настроюванні не перевищувала 2 мкН/мм. 

Для формування командних сигналів у більшості 
експериментів використовували програмовані 
генератори сигналів спеціальної форми. При цьому для 
тестування | динамічних властивостей | м'язів 
використовували різні комбінації синусоїдальних, 
трапецієподібних, ступінчастих 1 трикутних сигналів. 

Зовнішнє навантаження на ішемізований м'яз 
здійснювали за допомогою системи механостимулятора. 
Збурення навантаження здійснювали лінійним 
електромагнітним двигуном. Крок зміщення 
електромагнітного двигуна становив 0,1 В/мм. Власна 
податливість механостимулятора становила ~ 2 мкН/мм. 


Обидва датчики з'єднані з підсилювачем та 
комплексом АЦП - ЦАП. Аналогові сигнали від 
датчиків, подавали на аналого-цифровий перетворювач 
й оцифровували з частотою опитування ІкГц й 12- 
розрядним дозволом. Електронне перетворення вносить 
певні фазов зрушення вихідного сигналу в 
експериментальні кривих. Середній час запізнювання 
відповідних коливань перетвореного сигналу складав 
близько 10 ме, що враховувалось при аналізі 
відповідних кривих. Командні сигнали з виходів цифро- 
аналогового перетворювача масштабували за 
допомогою підсилювачів і піддавали низькочастотній 
фільтрації (смуга пропускання 0 -100 Гц). 

Дослідження динамічних властивостей м'язового 
скорочення проводили в умовах активації м'язу з 
використанням методу модульованої стимуляції 
еферентів. П'ять філаментів перерізаних вентральних 
корінців закріплювали на стимулюючих електродах 1 за 
допомогою спеціального пристрою, розробленого нами, 


здійснювався циклічний розподіл послідовності 
стимулів по філаментах. Розподілена стимуляція 
дозволяла одержувати | монотонне та однорідне 


скорочення м'яза навіть на невисоких частотах 
стимуляції (5 Гц) окремих філаментів. Цей спосіб 
дозволяв моделювати в експерименті асинхронне 
надходження еферентної активності до м'яза. 
Стимуляцію здійснювали електричними імпульсами 
прямокутної форми тривалістю 2 ме, сформованими за 
допомогою генератора імпульсів, керованим АЦП, через 
платинові електроди. Тривалість стимуляційного 
сигналу варіювала від 2 до 10с. Характеристики 
стимулюючого сигналу задавали програмно й 
передавали з комплексу АЦП-ЦАП на генератор. Час 
затримки передавання сигналу при цьому становив 0,3 
мс. Загальний час затримки фіксувався на вході 
комплексу АЦП-ЦАП, що дозволяло компенсувати його 
при обробці результатів. Криві, наведені в роботі, 


будували з врахуванням сигналів входу-виходу 
перетворювача. 

Для реєстрації сили скорочення пучків волокон 
скелетного м'яза використовували  тензометричну 


установку. Даний пристрій являв собою комплекс 
датчиків сили та довжини, температурного датчика, 
комплексу АЦП-ЦАП, персонального комп'ютера, 
стереотаксичного станку СЄЖ - 4, сервокерованого 
механостимулятору та системи фільтрів 1 підсилювів. 

Статистичну обробку результатів дослідження 
проводили за методами варіаційної статистики За 
допомогою програмного забезпечення Огіріп 8.0. 

При побудові графіків враховували відносну та 
абсолютну похибки експерименту, які вираховували за 
формулами: 

Абсолютна похибка: 


А=А, +А, 
‚ де Л, та А, - випадкове та 
систематичне відхилення, відповідно. Перше пов'язано з 
об'єктом дослідження, друге - з точністю показників 
приладу. 
При визначенні випадкового 
користувались наступною формулою: 


відхилення 
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2 2 2 
б, БОГ ЕО, 


пп - 1) де А - поодиноке 
випадкове відхилення, п - кількість вимірювань, 1 - 
коефіцієнт Стьюдента. Остання величина - таблична й 
залежить від кількості вимірювань п та ступеню 
достовірності Р. Величина Р у експериментах була 0.95- 
0,98. 
Відносну похибку розраховували за наступною 
формулою: 


А 
& = —— 


<Х>, де <х> - середнє квадратичне усіх 
аналогічних вимірювань. 

Отримані показники, трансформовані комплексом 
АЦП-ЦАП, піддавали згладжуванню за допомогою ЕЕТ 
(Ғаві Еошпег ТгапзЮгт) - фільтра з коефіцієнтом 
згладжування К=5. 

Кожна з кривих, наведених на рисунках у даній 
роботі, є результатом усереднення 10-12-ти аналогічних 
експериментів. 


А,-і 


РЕЗУЛЬТАТИ ТА ІХ ОБГОВОРЕННЯ 


Для зручності опису отриманих результатів та їх 
адекватного трактування нами проведено розподіл 
динамічної відповіді активного м'язу на окремі часові 
ділянки тривалістю 500 мс, які відповідали різним 
станам процесу скорочення. Силова відповідь м'яза була 
розділена на три ділянки. 

е БІ - початок силової відповіді м'язу, яка 
співпадає зі зміною частоти стимулюючого сигналу. 

ө ҒО - відповідає виходу силової продуктивності 
м'язу на стаціонарний рівень, без помітного тренду у 
той чи інший бік. 

® ЕЗ - кінцева стадія активності м'язу. 

На рис. 1 наведені результати зміни сили 
гомілкового м'язу щура, отримані під впливом 
модульованого стимуляційного сигналу після 5 денної 
штучно викликаної васкулярної ішемії порівняно з 
неушкодженим м'язом. Особливістю даної серії дослідів 
було те, шо за нормальних фізіологічних умов 
застосований пул стимуляції мотонейронів викликав 
стійкі гістерезисні ефекти післядії на стадії лінійного 
спаду частоти стимуляції [3,5,14,19]. Як видно з рис. 1 
на ділянці стимуляції ЛЬ, яка відповідає виходу 
стимуляційного сигналу на максимальний рівень, сила 
м'язового скорочення лінійно зменшувалась з кожною 
наступною серією стимуляції 1 в кінці досліду складала 
біля 2090 від норми. Характер зміни силових кривих в 
даному випадку нагадував зменшення силової відповіді 
м'язу за рахунок штучно викликаної втоми [12]. 

Період лінійного спаду частоти стимуляції (Аб) 
який на графіку зміни сили співпадає з ділянкою НІ і 
відображає перехід м'язу на новий стаціонарний рівень 
скорочення, в даному випадку показує швидкість зміни 
генерації силової відповіді, Як видно з рис. 1, швидкість 


зміни сили на ділянці КІ лінійно спадає залежно від 
часу і корелює з загальною продуктивністю силової 
відповіді (ділянкою Е2). 

Дотетанічна ділянка стимуляції (Ліз) яка в даному 
випадку викликала поодинокі м'язові скорочення, 
показує лінійне зменшення силової відповіді на всіх 
досліджуваних часових проміжках. 

При подальшому збільшенні частоти стимуляції до 
нового стаціонарного рівня (ділянка Лі), після 
проходження дотетанічного плато (Ліз), швидкість 
зміни сили майже не змінювалась на усіх часових 
інтервалах дослідження і становила біля 80% від 
контрольного рівня. 

Цей факт говорить про наявність залишкових 
ефектів передісторії руху (мається на увазі залежність 
змін параметрів скорочення від попереднього стану 
м'язу) [3,5,12,14,15], котрі в даному випадку 
проявляються у збільшенні швидкості скорочення на 
ділянці ЕЗ за рахунок впливу залишкової жорсткісної 
компоненти, накопиченої на дотетанічних ділянках 
скорочення. В даному випадку прояв ефектів 
передісторії руху допомагав ішемізованому м'язу 
досягти нового, хоч 1 не максимального (біля 80 % від 
контролю), але стаціонарного рівня силової відповіді, 1 
в певній мірі компенсувати процеси втрати м'язової 
потужності. Внаслідок цього вихід сили скорочення на 
другий стаціонарний рівень Е2, після проходження 
дотетанічного плато, не супроводжувався лінійним 
зменшенням силової відповіді залежно від кількості 
стимуляційних скорочень. 

Для підтвердження цього явища в наступній серії 
дослідів (рис. 2) вихід на тетанічну ділянку стимуляції 
(Аб) супроводжували часовою затримкою в 0,5 секунди 
(ділянка Ді). Така невелика затримка не могла 
викликати суттєвих змін в загальній силовій відповіді, 
але з попередніх робіт [3,5,13] випливає, що саме такий 
часовий проміжок є обгрунтованим для можливої 
регуляції швидкісних процесів скорочення на 
дотетанічній ділянці. 

З рис. 2 видно, що при застосуванні ділянки Ай 
перед стимуляцією тетанічного рівня максимальна сила 
скорочення досліджуваного м'яза хоча і падає, до рівня 
80% від контролю, проте залишається на однаковому 
рівні незалежно від тривалості експерименту. Але при 
застосуванні стимуляції, що відповідає тетанічному 
скороченню (Лб), без застосування часової затримки 
Ай, силова відповідь м'язу лінійно падає 1 співпадає з 
лінійним зменшенням сили скорочення на тетанічній 
ділянці Е2 (рис. 1). 

Таким чином, дана серія дослідів показує, що 
лінійне зменшення силової відповіді ішемізованого та. 
ваѕігоспетіоѕ залежно від тривалості досліду (розвиток 
процесів штучно викликаної втоми м'язу), може 
компенсуватися лише в випадках наявності передісторії 
руху 1 тільки за умов розвитку часової затримки 
стимуляції на дотетанічному рівні. 
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Рис. 1. Криві генерації сили ішемізованого т. раѕігоспетіиѕ Рис. 2. Криві генерації сили  ішемізованого т. 


за умов застосування модульованого стимулюючого сигналу. 


(а) – криві зміни силової відповіді м'язового скорочення. 
(6) — зміни частоти прикладеної стимуляції. 
ДЕ - Ды часові інтервали стимуляції. 


Баѕігоспетіџѕ за умов застосування модульованого 
стимулюючого сигналу з затримкою виходу на 
тетанічну ділянку стимуляції. Позначення як на рис. 1. 


К- крива зміни сили не ішемізованого т. раѕігоспетіиѕ. 
Вертикальними лініями вказані межі періодів зміни сили (ЕІ, 


Е2, ЕЗ). Час релаксації - 1 хвилина. 


Слід відзначити, що в процесі фіксації сили 
скорочення ішемізованого м'яза спостерігалися сильні 
флуктуації силової відповіді як на дотетанічних 
ділянках, так 1 на періодах утримання стаціонарного 
рівня. Флуктуаційна компонента силової відповіді не 
залежала від тривалості експерименту, частоти 
стимуляції, що застосовувалася та прикладеного 
зовнішнього навантаження. Можна допустити, що 
тремор силових кривих є наслідком патологічних 
внутріклітинних процесів в ішемізованому м'язі [11,16]. 

В наступній серії дослідів ми збільшили тривалість 
дотетанічної стимуляції до 4 секунд та розбили ї на дві 
частини, з утриманням стимуляції на постійному рівні 
протягом 1 секунди на середині кожної з ділянок 
лінійної зміни частот стимулюючого сигналу (рис. 3). 
Досліджені м'язи виявляли чітку тенденцію до 
зменшення силової відповіді зі збільшенням кількості 
реалізованих стимуляйних скорочень. При цьому вже 
після 15 хвилин дослідження, силова відповідь не 
перевищувала 20% від контрольних значень. На 
початку досліджень максимальна сила скорочення 
складала біля 80% від контролю 1 виникала лише в кінці 
тетанічної ділянки (Ді). 

При подальшій стимуляції м'язу зменшення 
максимальної сили відбувалось зі зменшенням часу її 
досягнення (рис. 3). Таким чином зменшення силової 


відповіді відбувалося внаслідок несприйнятливості 
м'язу до збільшення частоти стимуляції після 
досягнення максимального рівня силової відповіді. 
Внаслідок цього, на ділянках зменшення частоти 
стимуляції (Ліц) ішемізований м'яз відповідав тільки 
лінійним зменшенням сили і саме на початку 
стимуляції. 

Так як тетанічна ділянка стимуляційного сигналу не 
призводила до виходу м'язової сили на тетанічний 
рівень скорочення, в наступній серії дослідів ми 
зменшили тетанічну ділянку стимуляції Ді, (рис. 4), 
відповідно збільшивши швидкість зміни частоти на 
дотетанічному відрізку. Як видно з рис. 4, збільшення 
швидкості зміни частоти на дотетанічній ділянці 
стимуляційного сигналу та, відповідно, зменшення часу 
стимуляції, яка викликає тетанічний рівень скорочення, 
призводить до лінійної зміни м'язової сили (ділянка ЕІ, 
Ай). Слід відмітити, що на ділянці стимуляції Лб 1 
відповідній ділянці скорочення Е2, ми спостерігали 
майже повну відсутність стаціонарного утримання 
досягнутої позиції водночас зі збільшенням 
максимальної силової відповіді порівняно з попереднім 
дослідженням (рис. 2). В даному випадку відбувалось 
збільшення часу досягнення максимальної сили 
скорочення. 
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Таким чином ми можемо стверджувати, що в 
ішемізованому м'язі відбувається зменшення порогу 
мінімальної частоти | стимуляційних подразнень 
необхідних для досягнення максимального рівня 
скорочення, одночасно зі збільшенням тривалості 
подразнення необхідного для викликання максимальної 
силової відповіді (ділянка ЕЗ). Практично в даному 
випадку, ми спостерігаємо відповідь м'язового волокна 
не на зростаючий характер стимуляційного сигналу, а на 
збільшення часу стимуляції. 

Особливу увагу слід приділити тому факту, що при 
гострій ішемії відбуваються суттєві зміни впродовж 
дотетанічних ділянок скорочення (рис. 3,4). Це, разом зі 
зменшенням швидкості досягнення максимальної сили 
та зменшенням часу утримання досягнутого 
рівноважного стаціонарного стану скорочення на 


відповіді на зміну частоти стимуляції може бути 
компенсаторним захисним механізмом пошкодженого 
м'язу. 

За таких умов реалізація центральних нервових 
команд та мотонейронних пулів буде супроводжуватися 
неконтрольованими руховими реакціями з помилковим 
позиціюванням суглобів на фон! тремору усього 
ішемізованого м'язу [8,18]. 

В умовах гострої ішемії, зменшення силової 
відповіді виникало як на тетанічних, так і на 


дотетанічних ділянках, що говорить про можливі зміни в 


структурі актин - міозинових протофібрил. Таким 
чином, можна стверджувати, що гостра ішемія 
супроводжується суттєвими змінами в структурі 
м'язових волокон. Внаслідок цього знижується 
можливість повної реалізації стимуляційних сигналів 


тетанічній ділянці, практично унеможливлює мотонейронних пулів, що виражається в першу чергу в 
контрольовані точнісні рухи [7], що може призводити до | неспроможності | м'яза втримувати досягнутий 
повної втрати контролю над ушкодженою кінцівкою. В рівноважний стаціонарний стан скорочення. 
той же час слід відмітити, що описана корекція силової 
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скелетних м'язів на початку розвитку гострої ішемії 
схожі зі змінами динамічних параметрів скорочення 
скелетних м'язів у разі виникнення втоми [13,20]. 
Однак характерною ознакою скорочення 
ішемізованого м'язу є наявність тремору та 
відсутність формування рухового патерну [4,16], що 
неспецифічно для процесу втоми м'язових волокон. 


Компенсаторна компонента регуляції м'язового 
скорочення ішемізованого м'яза, яка включає в себе 
зменшення загальної продуктивності м'яза, яка у деякій 
мірі може дозволити м'язу адекватно реагувати на 
моторні команди. Однак збільшення часу ішемізації 
м'яза призводить до пригнічення цих компенсаторних 
механізмів. 
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ИЗМЕНЕНИЕ ПАРАМЕТРОВ СОКРАЩЕНИЯ СКЕЛЕТНЫХ МЫШЦ ПРИ ОСТРОЙ ИШЕМИИ 
Долгополов О.В., Ноздренко Д.Н., Страфун С.С., Мирошниченко Н.С. 


Показано, что острая ишемия т. зазігоспетіця приводит к патологическим изменениям мышечных волокон. Ишемизация 
тивсіе зазігоспетійня вызывает уменьшение максимальной силовой производительности, ускоряет возникновение и 
развитие процессов усталости. Показано, что В ишемизированной мышще происходят изменения, вызывающие уменьшение 
порога стимуляции, необходимой для достижения максимального уровня сокращения и увеличение длительности 
раздражения, необходимого для возникновения максимального силового ответа. Результаты исследования показывают, что 
компенсаторные механизмы регуляции сокращения в ишемизированной мышце могут быть эффективными ТОЛЬКО В 
условиях кратковременного раздражения. 


Ключевые слова: ишемизированная скелетная мышца, стимуляция, сокращение. 
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Проведені когортні дослідження якості сперми та хімічного складу сім'яної рідини спермодонорів з трьох різних регіонів 
України, що значно відрізнялись за рівнем радіоактивного забруднення територій. Виявлено існування міжрегіональних 
кількісних відмінностей в антиоксидантних, енергозабезпечуючих і хроматин-стабілізуючих властивостях сперми. Це 
проявилось в зниженні вмісту аскорбату, вільного карнітину і цинку в спермальній рідині чоловіків і мало пряму 
залежність від накопиченої дози радіації. Одночасно в сім'яній плазмі спостерігалось збільшення середніх значень 
концентрації фруктози, а в спермі - підвищення скорегованого фруктозного рівня. В регіонах із більшою радіоактивною 
забрудненістю територій було встановлено посилення тенденцій до олігозооспермії і астенозооспермії, а також 
накопичення морфологічних аномалій і втрати рухливості сперматозоїдами. 


Ключові слова: сперматозоїди, рухливість, сім яна рідина, фруктоза, аскорбінова кислота, карнітин, цинк 


ВСТУП 


Сім'яна рідина являє собою поживне середовище, 
в котрому містяться сперматозоїди, а також в деяких 
випадках лейкоцити та незрілі клітини 
сперматогенного епітелію. Молекулярні компоненти 
сім'яної рідини та спермальні клітини продукуються 
різними компартментами чоловічого репродуктивного 
тракту. Так, сама рідина виробляється сім'яними 
пухирцями, а вже потім до неї з яєчок транзитом через 
епідидиміси приєднуються сперматозоїди. Крім того, 
сім'яні пухирці є головним джерелом постачання до 
сім'яної рідини фруктози, пролактину та 
простагландинів. Слід додати, що в невеликих 
кількостях фруктоза також виробляється 1 ампулою 
диси5 ае/егепв. В той же час, цинк та цитрат походять з 
простати, хоча самі сперматозоїди також містять цинк. 
Карнітин, гліцеролфосфохолін та аскорбат, як правило, 
мають епідидимальне походження [1-3]. 

Одночасно сім'яна рідина багата на ферменти, 
серед яких слід відзначити нейтральну а-глікозидазу з 
епідидимісів та кислу фосфатазу - з простати. Поява в 
сім'яній рідин:  еластази з | поліморфоядерних 
гранулоцитів може вказувати на наявність інфекції в 
спермальних канальцях яєчок [4]. 

Всі вище перелічені компоненти сім'яної рідини 


мають не тільки фізіологічне, але й важливе 
діагностичне значення, оскільки на підставі їх 
кількісного визначення можна судити про 


функціонування різних компартментів чоловічого 
репродуктивного тракту та допоміжних статевих 
залоз. Так, відомо, що фруктоза є джерелом енергії 
для рухливості сперматозоїдів. Тому її нестача 
головним чином пов'язана з появою астенозооспермії 


і може опосередковано вказувати на дисфункцію або 
гіпоплазію сім'яних пухирців, а також закупорку 
спермального протоку [5, 6]. 

Цитрат підтримує рН сперми в кислотному 
діапазоні, а простагландини впливають на скорочення 
цитоскелету сперматозоїдів та гіперактивацію [7]. 
Карнітин, або у-триметиламіно-бета-гідроксибутират, 
відповідає за транспорт жирних кислот до 
мітохондрій та, відповідно, за енергопостачання. 
Доведено, що карнітин проявляє терапевтичний ефект 
при лікуванні астенозооспермії, олігозооспермії та 
порушеннях ерекції [8, 9]. В свою чергу, цинк відіграє 
важливу роль в стабілізації мембран та хроматину 
сперматозоїдів, а також проявляє суттєву 
антибактеріальну активність Нестача цинку в 
багатьох випадках зумовлює імпотенцію. Аскорбат, 
або вітамін С, приймає участь у знешкодженні 
ВІЛЬНИХ радикалів та запобігає розвитку 
окиснювального стресу в сперматозоїдах. Вітамін С 
значно впливає на якість сперми та ї запліднюючий 
потенціал [10, 11]. 

Встановлено, що низький рівень о-глікозидази в 
спермі пов'язаний з дефектами процесу дозрівання 
сперматозоїдів в  епідидимісах. Крім того, о- 
глікозидаза та кисла фосфатаза відіграють суттєву 
роль при заплідненні на етапі просування 
сперматозоїдів крізь захисні оболонки яйцеклітини 
[12]. 

Метою проведеного дослідження було кількісне 
визначення в спермі фруктози, І.-карнітину, аскорбату 
та цинку, а також встановлення кореляційних зв'язків 
між вмістом цих речовин в спермі та регіональною 
приналежністю спермодонорів. 
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В СІМ'ЯНІЙ РІДИНІ ЧОЛОВІКІВ З РІЗНИХ РЕГІОНІВ УКРАЇНИ 


МАТЕРІАЛИ І МЕТОДИ 


Дослідження були проведені на 3 групах 
добровольців з різних регіонів України, а саме: Івано- 
Франківської області - 32 чоловіки, Києва та 
Київської області - 35 чоловік, Житомирської області 
- 29. Згідно з даними Чорнобильського реєстру 
середня накопичена доза від радіоактивного 
опромінення на населення цих регіонів становить 
1сЗв, 5 та 10 сЗв, відповідно [13]. 

Збір сперми проводився шляхом мастурбацій у 
стерильні пластикові контейнери. Перед цим всі 
донори мали утримуватися від будь-яких статевих 
контактів щонайменше 3 дні. Після проведення 
розрідження зібраної сперми протягом 30 хв при 
кімнатній температурі, кожний зразок поділяли на 2 
частини. Першу частину використовували для 
мікроскопічного аналізу, визначення концентрації та 
загальної рухливості сперматозоїдів, а другу - для 
кількісних біохімічних вимірювань. Всі пацієнти дали 


письмову згоду на участь у епідеміологічних 
дослідженнях. 
Мікроскопічний аналіз. Параметри сперми 


оцінювали за допомогою світлової мікроскопії на 
збільшенні х500 під мікроскопом “МБИ-6” (Росія) 
ВІДПОВІДНО до протоколу, запропонованого 
Всесвітньою організацією охорони здоров'я (ВО03) 
[14]. До уваги брали наступні показники: об'єм 


еякуляту, розрідженість колір, запах, рн, 
концентрацію, присутність округлих клітин, 
концентрацію сперматозоїдів, прямолінійну 


рухливість, типовість морфологічних ознак, появу 
супутніх клітин (лейкоцитів та епітеліальних клітин). 
Сперматозоїди вважали нормальними, якщо їх 
структура відповідала визнаним стандартам 1 не було 
помічено ніяких дефектів у головці, хвості, шийці та 
центральній частині. Крім того, головка мала мати 
овальну форму з чітко окресленою акросомою. При 
цьому її довжина становить 4,0-5,5 мкм, а товщина — 
2,5-3,3 мкм, а їх співвідношення дорівнює 1,5-1,75. За 
кінетичними характеристиками сперматозоїди 
поділяли на 4 категорії. До категорії 1 відносили 
нерухомі клітини; до категорії 2 - мобільні, що не 
пересувались в просторі, до категорії 3 - клітини, що 
повільно пересувались у просторі як прямолінійно, 
так і за допомогою обертання, до категорії 4 - 
прямолінійно рухомі швидкі сперматозоїди. 
Астенозооспермія характеризувала стан пацієнта, 
коли в його зразку сперми було помічено менше 50% 
поступально рухливих сперматозоїдів, причому 
чисельність категорії 4 становила менше 25% 
загальної кількості сперматозоїдів. Олігозооспермія 
визначалась як стан, коли концентрація 
сперматозоїдів в 1 мл еякуляту була не більше 20х106 
клітин. Визначення концентрації клітин у зразках 
сперми проводили за допомогою камери Горяєва та 
забарвленням нігрозин-еозином [14]. Про появу 
лейкоцитів судили на підставі їх здатності реагувати з 
пероксидазними барвниками. Кількість пероксидазо- 
позитивних клітин визначали загально прийнятою 


методикою із | застосуванням орто-толуідину 
блакитного. В результаті у жодного з донорів не було 
помічено інфекції статевих шляхів. 

Біохімічний аналіз. Зразки сперми 
центрифугували 5 хв при 1000є. Сім'яну плазму після 
цього відокремлювали від осаду та зберігали при - 
80С° до проведення загального аналізу зібраних 
зразків. Концентрацію фруктози визначали 
спектрофотометрично за допомогою резорцину на 
спектрофотометрі “Зресо| -211" (Німеччина) при 
довжині хвилі 490 нм. 

Концентрацію цинку в сім'яній рідині визначали 
за допомогою атомно-абсорбційної спектроскопії на 
приладі Апаїуйк Јепа Сопіт ААЗ00 (Германія). 
Визначення І-карнітину проводилось за допомогою 
високоефективної рідинної хроматографії на приладі 
Авійепі 1200 (США) що був оснащений 
ультрафіолетовим детектором. Перед початком 
хроматографії вільний карнітин перетворювали у 
реакції з пара-бромфенобромидом (пбб) у ефір, що 
мав максимум поглинання при 260 нм. 
Хроматографічне виділення та ідентифікацію пбб- 


карнітинового ефіру проводили на колонці 
Тлеһгоѕрһег 510:  (200х4,6 мм) відповідно до 
протоколу [15]. 

Аскорбат також визначали методом 


високоефективної рідинної хроматографії. Для цього 
зразки сім'яної рідини, що були попередньо очищені 
від клітин, розводили 100%-ним метанолом у 
співвідношенні 1:9 1 розмішували на "Могіех". Після 
центрифугування при 10000 протягом 3 хв 
охолоджену до -20С° аліквоту супернатанту вводили 
у хроматографічну систему. Використовували 
колонку ЅрћһегіѕогЬ 18 (150х4,6 мм) та мобільну фазу, 
що складалася з 2,5% оцтової кислоти та 80% 
метанолу у бідистильованій воді [16]. 

Статистичний аналіз. Порівняння даних для 
різних груп донорів проводили із застосуванням 
дисперсійного аналізу “АМОУА” та непарного тесту 
Стьюдента з поправкою Бонфероні. Довірчі інтервали 
для середніх значень визначали за допомогою 1- 
критерію при р-0,95 на підставі підрахунку 
стандартної похибки. Основу статистичної обробки 
складали двобічні криві розподілу випадкових даних. 
Відмінності вважали статистично значущими при 
р<0,05 [17]. 


РЕЗУЛЬТАТИ ТА ЇХ ОБГОВОРЕННЯ 


В табл.1 представлені результати визначення 
кількісного вмісту фруктози, вільного карнітину, 
аскорбату 1 цинку в сім'яній плазмі чоловіків з 3-ох 
різних за рівнем радіоактивного забруднення регіонів 
України. Як виявилось, концентрація цинку мала 
найменше значення у чоловіків з Житомирської 
області, а найбільше - з Івано-Франківської. В Києві 
та Київській області вміст цинку в зразках був вищий 
ніж в Житомирській області, але порівняно 31 
зразками з Івано-Франківської області статистично 
достовірних відмінностей знайти не вдалося. 
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Концентрація аскорбату в спермальній рідині суттєво 
відрізнялась для зразків з Житомирської області 
порівняно з Київською та Івано-Франківською, де цей 
показник більш ніж на 30% був менший. Вміст 
вільного І-карнітину в сім'яній плазмі виявився 
найбільшим для зразків з Івано-Франківської області, 
тоді як в Київському та Житомирському регіонах цей 
показник був відповідно на 27% та 37% нижчим. Для 
двох останніх регіонів статистично достовірних 
відмінностей знайдено не біло. Концентрація 
фруктози в сім'яній плазмі за середніми значеннями 
була найбільшою в Житомирській області, а 
найменшою - в  Івано-Франківській. Однак на 
статистичному рівні відмінностей тут встановлено не 
було. 

Оцінка рівня фруктози в спермі проводилася за 
різними показниками, що враховували: 1) загальну 
концентрацію рухливих сперматозоїдів, 2) наявність 


сперматозоїдів. Результати дослідження показали 
(табл.2), що сперма чоловіків з Житомирської області 
мала найбільше значення всіх чотирьох показників, 
тоді як для Івано-Франківської області ці показники 
були найменшими. В Київському регіоні рівень 
фруктози в спермі показав проміжні значення. 
Зростання рівня фруктози в спермі за даними 
літератури [18, 19] може вказувати на тенденцію до 
появи астенозооспермії, олігозооспермії та 
олігоастенозооспермії. Дійсно, найбільшого прояву ці 
явища мали у чоловіків з Житомирської області, а 
найменшого - з Івано-Франківської (табл.3), що 
свідчить про існування зворотної залежності між 
якістю сперми та накопиченою дозою радіації. В 
цьому зв'язку, важливо відзначити, що рухливість та 
морфологічна повноцінність сперматозоїдів 
поступово знижувались при переході від Івано- 
Франківського регіону до Київського, а потім до 


лише поступально рухливих сперматозоїдів, 3) Житомирського. Одночасно, зменшувався об'єм 
концентрацію швидко прямолінійно рухливих еякуляту та концентрація сперматозоїдів в спермі 
сперматозоїдів, 4) загальну концентрацію чоловіків-донорів (див. табл.3). 
Таблиця 1. 
Кількісні особливості хімічного складу сім'яної рідини сперми чоловіків в залежності від місця їх проживання 
Назва регіону та кількість донорів (п) 
Назва речовини Київ та Київська обл. Житомирська обл. Івано-Франківська обл. 
п = 35 п = 29 п= 27 
Фруктоза, мг/мл 2,05 + 0,37 2,40 + 0,32 1,90 = 0,38 
ІАКарнітин, мкмоль/л 270,84 = 28,05* 230,42 + 24,25* 368,33 = 37,12 
а 420,68 + 31,77 300,78 + 35,43* 439,84 + 39,33 
мкмоль/л 
Цинк, мг/л 138,74 + 12,28%% 98,37 + 8,94* 159,64 + 11,55 


* - вірогідні відмінності з Івано-Франківською обл.; ** - вірогідні відмінності з Житомирською обл. 


Таблиця 2. 


Оцінка рівня фруктози в спермі чоловіків в залежності від регіону їх проживання 


№ Показник Івано-Франківська обл. Київ та Київська обл. Житомирська обл. 
1 [Ф] х 1р(кат. 4+3+2] 14,86 15,74 17,64 
2 | [Ф] х 15[кат. 4+3] 14,52 15,33 17,33 
3 | [Ф] х Іє|кат. 4] 13,93 14,72 16,34 
4 | [Ф] х 15[кат. 4+3+2+1] 15,07 16,05 18,02 
[Ф] – концентрація фруктози в спермальній рідині (мг/мл); [кат.] – кількість сперматозоїдів відповідної категорії 
Таблиця 3. 
Міжрегіональні кількісні відмінності в показниках спермограми 
Ознака Київ та Київська обл. Житомирська обл. Івано-Франківська обл. 
Об'єм еякуляту 2,20 = 0,40% ** 1,70 = 0,34 3,05 = 0,45* 
Концентрація сперматозоїдів (х10%мл) 68,10 = 7,302 ** 35,80 = 4,25 85,20 = 5,45% 
Рухливі сперматозоїди (кат. 4) 22:52 18 +3 25:15:27 
Рухливі сперматозоїди (кат. 3+4) 44+ 3* 37+ 1 51+4* 
Нерухливі сперматозоїди (кат. 1) 30+3* 38+ 2 23 +4* 
Морфологічно-аномальні сперматозоїди (%) 34+ 2* 42 +4 27 +3* 
Астенозооспермія (%) 14 24 7 
Олігозооспермія (%) 9 14 4 
Олігоастенозооспермія (%) 6 3 0 


* - вірогідні відмінності з Івано-Франківською обл.; Я Ж 


ВИСНОВКИ 


1. В регіонах з підвищеним рівнем радіоактивного 
забруднення, зокрема Житомирській області 
було встановлено пригнічення антиоксидантних, 
енергозабезпе-чуючих та хроматин- 
стабілізуючих властивостей сперми, що 


- вірогідні відмінності з Житомирською обл. 


корелювало зі зменшенням вмісту 
вільного карнітину та цинку, відповідно, у 
сім'яній плазмі спермодонорв порівняно з 
регіонами з малою та помірною радіоактивною 
забрудненістю, а саме Івано-Франківським та 
Київським. 


аскорбату, 
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В СІМ'ЯНІЙ РІДИНІ ЧОЛОВІКІВ З РІЗНИХ РЕГІОНІВ УКРАЇНИ 


Збільшення середньої накопиченої дози на 
населення регіону проживання спермодонорів 
прямим чином корелювало зі зростанням 
тенденцій до прояву астенозооспермії, 
олігозооспермії та збільшенням скорегованого 
фруктозного рівня в спермі. 

Проведені когортні дослідження показали, що 
зростання рівня радіоактивності в регіоні прямо 
позначається на якості сперми, оскільки 
призводить до накопичення морфологічних 
аномалій в сперматозоїдах, кількісних змінах в 
чисельності нерухомих та рухливих 
субпопуляцій сперматозоїдів, а також зменшенні 
об'єму еякуляту та загальної кількості 
сперматозоїдів. 
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СРАВНИТЕЛЬНЫЙ АНАЛИЗ КАЧЕСТВА СПЕРМЫ И СОДЕРЖАНИЯ І-КАРНИТИНА, ФРУКТОЗЫ, 
ЦИНКА И АСКОРБАТА В СЕМЕННОИ ПЛАЗМЕ МУЖЧИН С РАЗНЫХ РЕГИОНОВ УКРАИНЫ 


Кондратова Ю.А., Клепко А.В., Андрейченко С.В. 


Проведенные когортные исследования качества спермы и химического состава семенной плазмы сперматозоидов в трех 
разных регионах Украины, которые значительно отличались по уровню радиоактивного загрязнения территорий. 
Обнаружено существование межрегиональных количественных отличий в антиоксидантных, энергообеспечивающих и 
хроматин-стабилизирующих свойствах спермы. Это проявилось в уменьшении содержания аскорбата, свободного 
карнитина и цинка в семенной плазме мужчин в прямой зависимости от накопленной дозы радиации. Одновременно в 
семенной плазме наблюдалось уменьшение средних значений концентрации фруктозы, а в сперме - возрастание 
скорректированного фруктозного уровня. В регионах с большей радиоактивной загрязненностью территорий было 
установлено усиление тенденций к проявлению олигозооспермии и астенозооспермии, что сопровождалось накоплением 
морфологических аномалий и потерей двигательных свойств сперматозоидами. 


Ключевые слова: сперматозоиды, подвижность, семенная жидкость, фруктоза, аскорбиновая кислота, карнитин, цинк 


74 


Кондратова Ю.А., Клепко А.В., Андрейченко С.В. 


СОМРАКАТІУЕ АХАГУ5І5 ОЕ ЗЕМЕМ ОСАПТҮ АГОХС УМТН І-САВХІТІХЕ, ЕКОСТОЅЕ, МС АМО 
АЅСОКВАТЕ СОМТЕМТ ІМ ЅЕМІМАІ, РГАЗМА ОЕ МЕХ ЕКОМ ОТЕЕЕВЕМТ ВЕСТОМ$ ОЕ ОККАІМЕ 


Копдға(оуа Уи.А., ЮерКо А.У., АпдгеусһепКо 5.У. 


Тһе сотрагайуе ѕіофеѕ ої зетеп дцайу апа сһешіса! сопіепіз ої 5етіпа! рІаѕта һауе Бееп сагпей ош оп 3 соһогів ої ѕрегт 
допог5 - уопищеег$ Нот 3 гесіопв ої ОКгаіпе, у/һісһ ѕһоуеа пр Ф егепі Ісусі5 ої гайайоп роШийоп юг Шеш ќеггіќогіеѕ. Тһе 
геѕеагсһ Баз еѕќаБіѕһеа Ше ехіѕѓепсе ої уагіарійіев іп апйохідайуе, епегеу зарр!уше апа сһготайп 5кабШліпє ргорегйев ої 
зрегиа (һа( тапіѓеѕѓеа іп ће абакетепі о? аѕсогбаѓе, їгее сагпійпе апа гіпс сопіепів іп зетша! рІаѕта ої тер іп дїгесі дерепдепсе 
оп (һе ассити]ае4 гаФайоп аоѕе. Үеї, ѕетіпа1 Ёгисіоѕе теапѕ аїопе уі Фе соггесіеа Їгисіо5е Іеуе] іп ѕрегт шсгеазеа. Оп ће 
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У дослідженні вивчався зв'язок показників електричної активності кори головного мозку із оригінальністю вирішення 
дивергентного завдання. За результатами рішення завдання обстежувані були поділені на дві групи: групу досліджуваних 13 
оригінальними відповідями та групу досліджуваних із типовими відповідями. Було показано, що група досліджуваних із типовими 
відповідями характеризується зростанням потужності бета-ритму в лобових та потиличних ділянках. Група досліджуваних 13 
оригінальними відповідями характеризується зростанням потужності бета-ритму в лобових ділянках обох півкуль та зниженням 
потужності альфа-ритму в центральній ділянці правої півкулі. Отримані результати на нашу думку, свідчать про більш ефективну 
організацію функціональної системи, спрямованої на розв'язання завдання в осіб групи з оригінальними відповідями. 


Ключові слова: потужність електричної активності, кора головного мозку, альфа-ритм, бета-ритм, тета-ритм, дивергентне 


мислення. 


ВСТУП 


Дивергентне мислення згідно концепції Гілфорда 
[10] є мисленням в багатьох напрямках. Дивергентне 
завдання передбачає наявність багатьох розв'язків, 
кожен з яких може бути правильним. Сам Гілфорд 
ототожнював дивергентне і творче мислення. Хоча, 
виходячи з результатів досліджень, нейро- 1 
психофізіологи все більше схиляються до того, що 
дивергентне мислення є лише складовим елементом 
творчого мислення [4]. В той же час незаперечним 
залишається той факт, що оригінальний "продукт" 
мислення можна отримати лише завдяки дивергентному 
мисленню. 

Метою нашого дослідження був аналіз потужності 
тета-, альфа- 1 бета-ритму електричної активності кори 
головного мозку у досліджуваних, які запропонували 
найбільш оригінальні 1 найбільш стереотипні варіанти 
вирішення дивергентного завдання. 


МАТЕРІАЛИ І МЕТОДИ 


Загалом в дослідженні взяли участь 59 студенток 
(вік 18-21 рік; праворукі) біологічного факультету 
Волинського національного університет ім. Лес 
Українки. Всі виявили добровільну згоду на участь в 
експерименті, з умовами якого були попередньо 
ознайомлені. 

Реєстрація ЕЕГ проводилась В двох 
експериментальних ситуаціях: в стані спокою із 
розплющеними очима 1 при виконанні завдання 
дивергентного типу, яке було вибране з книги [1] 
групою незалежних експертів (студентів 
психологічного, математичного 1 географічного 
факультетів). Суть дивергентного завдання була такою: 


„В Бангладеш місцеві жителі роблять цукор із соку 
пальм. Для того, щоб зібрати сік необхідно зробити 
надріз на висоті 20 м. Запропонуйте якомога більше 
способів зробити цей надріз". Текст завдання подавався 
на монітор комп'ютера. На його виконання відводилось 
2 хвилини. Завдання виконувалось подумки; результати 
виконання  фіксувались  експериментатором після 
закінчення реєстрації ЕЕГ. 

Ми свідомо не давали досліджуваним установку на 
створення оригінального продукту, оскільки наші 
попередні дослідження |2, 3| показали, що вона 
заставляє досліджуваних відсіювати варіанти рішення 1 
додає емоційний компонент в інтелектуальну діяльність. 

Для аналізу ЕЕГ-даних із загальної кількості 
досліджуваних було відібрано 30 досліджуваних: 15 
осіб, у яких серед запропонованих варіантів розв'язання 
завдання був хоча б один оригінальний, 1 15 осіб, для 
яких були характерними часто повторювані відповіді. 
Оригінальність відповідей (варіантів рішення задачі) 
оцінювали за формулою 1/(М+1), де М - кількість 
аналогічних відповідей в базі даних). Тобто найбільш 
оригінальними були відповіді з коефіцієнтом 1. В ГРО 
(група досліджуваних з оригінальними відповідями) 
коефіцієнти оригінальності коливались в межах від 1,00 
до 0,14, в ГРТ (група досліджуваних з типовими 
відповідями) зустрічались тільки два варіанти рішення з 
коефіцієнтами оригінальності 0,026 1 0, 062. 

Продуктивність (кількість варіантів) виконання 
завдання при виділенні груп досліджуваних не 
враховувалась. 

Електричну активність кори головного мозку 
реєстрували монополярно від 19 відведень за 
міжнародною системою 10-20 (Ері, Ер2, ЕЗ, ҒА, Е7, ЕЗ, 
Ел, СЗ, СА, Сл, ТЗ, Т4, Т5, Тб, РЗ, РА, Рх, ОЇ, О2) за 


76 


Коцан І.Я., Козачук Н.О., Кузнєцов І.П., Кутрій Л.В. 


допомогою апаратно-програмного комплексу 
„Нейроком”, розробленого науково-технічним центром 
радіоелектронних медичних приладів 1 технологій „ХА1- 
Медика" Національного аерокосмічного університету 
»ХАГ" (свідоцтво про державну реєстрацію № 6038/2007 
від 26 січня 2007 року). В якості референтних 
використовувались вушні електроди АІ 1 А2. Для 
покращення якості запису використовувались додаткові 
реферетні електроди М (паліоп) 1 ВеЁ та вмонтована в 
комплекс система реєстрації ЕКГ. Реєструвались 60 с 
інтервали ЕЕГ. При проведенні Фур'є-реалізації епоха 
аналізу складала 500 мс з 50% перекриттям. Частота 
дискретизації аналогового сигналу становила 2 мс; 
вхідний опір для синфазного сигналу - більше 100 МОм. 
Фільтри високих частот встановлювались на 50 Гц, 
низьких - 0,1 Гц. Напруга внутрішніх шумів приведена 
до входу не перевищувала 0,8 мкВ. Стала часу 
перехідного процесу становила не менше 0,3 с. 
Коефіцієнт послаблення синфазних сигналів становив не 
менше 140 дБ. Опір електродів близько 100 кОм. 
Під'єднання | реєструючої апаратури до ЕОМ 
здійснювалось через 058/2 порт. Межі можливої 
відносної похибки при вимірювання напруги та часових 
інтервалів електроенцефалографічних сигналів - +5%. 
Для режекці  ЕЕГ-артефактів використовувалась 
процедура ІСА-аналізу. В подальшому проводилась 
фільтрація ІСА-компонентів з артефактним сигналом 1 
композицією неартефактних | ІСА-компонентів у 
результуючу ЕЕГ. При фільтрації артефактів з ЕЕГ 
видалялось не більше п'яти (артефактних) ІСА- 
компонентів. У випадку якщо окремі спалахи 
артефактної активності не вдавалось відфільтрувати за 
допомогою  ІСА-обробки артефактні відрізки ЕЕГ 
вирізали з нативної ЕЕГ в ручному режимі. 

Для кожного відведення методом швидкого 
перетворення Фур'є були отримані значення потужності 
(мкВ?) ЕЕГ в частотних діапазонах: тета (4-8 Гц), альфа 
(8-13 Гц), бета (13-30 Гц). 

Отримані результати були опрацьовані з 
використанням стандартних методів параметричної (+ 
критерій Стьюдента) та непараметричної (М/-критерій 
Вілкоксона) статистики. Вказані процедури 
обчислювалися в М5 Ехсе| 2003. 


РЕЗУЛЬТАТИ ТА ІХ ОБГОВОРЕННЯ 


В результаті проведеного аналізу нами встановлено, 
шо зміни потужності основних ритмів ЕЕГ при переході 
від стану пасивного спокою до виконання завдання 
дивергентного типу мали різну спрямованість 1 
топографію залежно від того чи був створений 
оригінальний продукт мислення чи типовий. У 
досліджуваних ГРО статистично достовірні зміни 
потужності були менш вираженими і стосувались тільки 
альфа- 1 бета-ритму. Для досліджуваних ГрТ 
статистично достовірні зміни виявлені в більшій 
кількості ділянок та в усіх діапазонах (рис. 1). 

Для групи досліджуваних із найбільш типовими 
відповідями в усіх лобових (крім лівої задньо-лобової), в 
обох потиличних ділянках спостерігалось зростання 
потужності бета-ритму, а в обох бічних лобових 


ділянках - зростання потужності тета-ритму. В тім'яній 
ділянці лівої півкулі нами було відмічене зниження 


потужності альфа-ритму. 
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Рис. 1. Динаміка потужності досліджуваних ритмів ЕЕГ під 
час виконання дивергентного завдання порівняно зі станом 
спокою із розплющеними очима. 

Примітки: стрілки вгору на місці відповідного відведення 
вказують на більші значення потужності при виконанні 
дивергентного завдання, стрілки вниз - на менші. І - група 
досліджуваних з оригінальними відповідями, П - група 
досліджуваних з типовими відповідями 


Лобовий ЕЕГ-патерн виявлений нами у 
досліджуваних, які запропонували стереотипні відповіді, 
може свідчити про те, що дане завдання було для них 
досить складним. Про це свідчить зростання потужності 
бета-ритму, який пов'язаний з організацією специфічних 
форм уваги, необхідної для забезпечення вищих 
когнітивних функцій [12, 13]. [5] також пов'язували 
активацію лобових ділянок зі складністю завдання. 
Результати опитування учасників експерименту 
підтвердили, що досліджувані ГРТ не відразу розуміли 
суть завдання 1 не могли придумати більше 1-2 варіантів 
рішення. В межах цієї групи було зафіксовано тільки два 
варіанти — “залізти, скориставшись драбиною", або 
"зробити якийсь спеціальний пристрій" (без пояснень, 
яким він має бути). 

Варта уваги ще одна топографічна особливість — 
зростання потужності бета-ритму в лобових 1 
потиличних зонах. Деякі автори [11] стверджують, що 
це прояв внутрішньої мови. Однак, в наших 
дослідженнях зростання бета-активності саме в цих 
ділянках зумовлене не стільки активним мислительним 
процесом, скільки багаторазовим перечитуванням змісту 
задачі для кращого усвідомлення її суті. 

У досліджуваних, які пропонували оригінальні 
відповіді, вирішення дивергентного завдання порівняно 
зі станом | спокою із розплющеними очима 
характеризувалось зростанням потужності бета-ритму в 
передньо-лобових ділянках обох півкуль та зниженням 
потужності альфа-ритму в задньо-лобовій 1 центральній 
ділянках правої півкулі. 

Активація центральних ділянок кори, на нашу 
думку, пов'язана із більш ефективною реалізацією 
функціональної системи пошуку правильного рішення і 
відображає роботу акцептора результату дії (6, 7]. 
Очевидно, що при більш ефективному пошуку відповіді, 
необхідна постійна і якісна перевірка знайденого 
рішення. Слід зазначити, що в такому випадку, 
ефективніша діяльність функціональної системи буде 
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ДИНАМИКА МОЩНОСТИ ЭЭГ, СВЯЗАННАЯ С ОРИГИНАЛЬНОСТЬЮ РЕШЕНИЯ ДИВЕРГЕНТНОГО ЗАДАНИЯ 
Коцан И.Я., Козачук Н.А., Кузнецов И.П., Кутрий Л.В. 


Изучена связь электрической активности коры головного мозга с оригинальностью решения дивергентного задания. По 
результатам решения задания исследуемые были разделены на две группы: группу испытуемых с оригинальными ответами и 
группу с типичными ответами. Показано, что группа испытуемых с типичными ответами характеризуется возрастанием 
мощности бета-ритма в лобных и затылочных областях. Группа испытуемых с оригинальными ответами характеризуется 
возрастанием мощности бета-ритма в лобных областях обоих полушарий и снижением мощности альфа-ритма в центральной 
области правого полушария. Результаты свидетельствуют о более эффективной организации функциональной системы, 
направленной на решение задания у лиц с оригинальными ответами. 


Ключевые слова: мощность электрической активности, кора головного мозга, альфа-ритм, тета-ритм, бета-ритм, 
дивергентное мышление. 
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Проведені тензометричні дослідження динаміки скорочення скелетного м'язу ш.ИМаН$ жаби Капа іетрогагіа в ізотонічному 
режимі під дією розчинів діазинону у діапазоні концентрацій від 1:10" до 1-10 моль/л. Інгібіторні властивості розчинів 
діазинону підсилювались як при підвищенні концентрацій даної речовини, так і при збільшенні тривалості Й дії. 
Максимальне зменшення зміни довжини переважало порівняно з відповідними показниками сили скорочення м'язу. Сила, 
яка розвивається м'язом за таких умов є недостатньою для того, щоб подолати прикладене навантаження, що призводить до 


зміни режиму скорочення з ізотонічного в ізометричний. 


Ключові слова: скелетні м'язи, діазенон. 


ВСТУП 


Діазинон широко використовується в сільському 
господарстві і займає одне з провідних місць серед 
інсектицидних препаратів - генериків, ресинтез яких 
впродовж багатьох років ведеться в країнах, що 
розвиваються |1|. За своєю природою діазинон є 
фосфорорганічною сполукою. За параметрами гострої 
пероральної та шкірно - резорбтивної токсичності він 
відноситься до помірно-небезпечних сполук, 3 класу 
небезпечності [2, 3]. Токсичність даної речовини, як і 
більшості фосфорорганічних пестицидів, обумовлена 
здатністю інгібувати серинвмісні естерази, зокрема 
ацетилхолінестеразу [4 - 6]. Встановлено, що під дією 
органосфатів відбувається порушення роботи м'язової 
системи [7]. Вважається, що основною причиною 
таких порушень є інактивація ацетилхолінестерази. 
Пригнічення активності ферменту призводить до 
накопичення ацетилхоліну в нервово-м'язових 
з'єднаннях та надмірної стимуляції холінергічних 
рецепторів, що зумовлює в подальшому зниження їх 
чутливості. Результатом таких комбінованих пре- та 
постсинаптичних порушень є судомне скорочення, 
фасцикуляція та слабкість скелетних м'язів [8]. 

Встановлено, що токсична дія фосфорвмісних 
пестицидів може включати в себе цілий комплекс 
різних реакцій, зокрема вивільнення вільних 
радикалів |9, 10], активацію процесів перекисного 
окиснення ліпідів[11-13], що призводить до 
оксидативного пошкодження плазматичної мембрани, 
та пригнічення активності мітохондріальної АТФ 
синтази [14-16]. Незважаючи на те, що на сьогодні 
окрім інактивації естераз виявлено й інші механізми 
токсичного впливу фосфорорганічних інсектицидів, 
зниження силової продуктивності скелетних м'язів 
розглядається виключно як наслідок інгібування 


ацетилхолінестерази [17, 18]. Але залишається 
незрозумілим чи відбувається зміна динамічних 


параметрів скорочення м'язів під дією 
органофосфатів незалежно від їх холінергічних 
ефектів. 

Оскільки, основними функціональними 
характеристиками за якими можна описати 


скоротливу здатність м'язів є їх сила та довжина, 
метою нашого дослідження було дослідити зміну 
наведених динамічних параметрів при безпосередній 
дії на м'яз різних концентрацій діазинону. 


МАТЕРІАЛИ І МЕТОДИ 


Досліди проводили на пучках волокон м'язу 
т.йріайя ащепог, виділених з задньої кінцівки жаби 
Капа 1етрогама. Препарат протягом 60 хвилин 
адаптували в постійно циркулюючому фізіологічному 
розчині наступного складу: 115,5 ммоль/л МаСІ, 2 
ммоль/л КСІ, 1,8 ммоль/л СаСЬ та 2 ммоль/л Ма, НРОД 
+ МаН,РО (рН 7.0). Експеримент проводили в 
ізотонічному режимі та  дискретній фіксації 
динамічних параметрів скорочення. В процесі 
проведення експерименту фіксували силу скорочення, 
зміну довжини, температуру омиваючого розчину та 
параметри стимулюючого сигналу при постійному 
контролі зовнішнього навантаження. 

Для реєстрації сили скорочення пучків волокон 
скелетного м'язу використовували тензометричну 
установку, створену на кафедрі біофізики Київського 
національного університету імені Тараса Шевченка. 
Даний пристрій являє собою комплекс, що складався: 
з камери з системою датчиків, в якій розміщувався 
досліджуваний препарат, системи насосів та 


дозаторів, датчиків сили, генератора синхронних 
імпульсів, системи термоконтролю, осцилографлв, 
комплексу  АЦП-ЦАП. Стимулящю здійснювали 
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імпульсами прямокутної форми 
формували за допомогою 
генератора імпульсів, керованим ЦАП, через 
платинові електроди. Тривалість стимуляційного 
сигналу становила 3000 мс. 

Характеристики стимулюючого сигналу задавали 
програмно 1 передавали з комплексу АЦП-ЦАП на 
генератор з часом затримки не більше 0.3мс. 
Згенеровані імпульси поступали через подразнюючі 
електроди до дослідницької камери з м'язовим 
препаратом. Час затримки при цьому становив не 
більш 0,2 мс. Загальний час затримки фіксували на 


електричними 
тривалістю 2 мс, які 


вході комплексу АЦП-ЦАП, шо дозволяло 
враховувати його при обробці результатів. 
Для реєстрації зміни сили використовували 


п'єзодатчик з системою підсилювачів. Датчик сили 
розміщувався на трьохкоординатному столику що 
дозволяло орієнтувати положення датчика відносно 
камери та датчика довжини волокна. 

Статистичну обробку результатів дослідження 
проводили методами варіаційної статистики за 
допомогою програмного забезпечення Огіріп 7.0. При 
побудові графіків враховували відносну та абсолютну 
похибки експерименту. | Отримані показники, 
трансформовані комплексом АЦП-ЦАП, піддавали 
згладжуванню за допомогою ЕЕТ (Базі Еошпег 
ТгапзРогт) - фільтра з коефіцієнтом згладжування 
К-5. Кожна з кривих, наведених на рисунках в 
даній роботі, є результатом узагальнення 10-12-ти 
аналогічних експериментів. 


РЕЗУЛЬТАТИ ТА ЇХ ОБГОВОРЕННЯ 


Результати дослідження показали, що достовірні 
зміни динамічних параметрів скорочення 
спостерігалися при дії діазинону у концентраціях, які 
перевищують 1410" моль/л. Оскільки, інсектицид у 
концентраціях вищих від 1-10? моль/л викликав 
майже повне пригнічення скоротливої активності 
скелетного м'язу, дослідження впливу діазинону на 
процес скорочення проводили у діапазоні 
концентрацій від 1:10% до 1-10 моль/л. 

При дії діазинону у концентраціях 14107 та 
2,510" моль/л на фоні лінійного зниження сили 
відбувається зменшення швидкості її наростання. 
Тобто зниження потужності м'язу відбувається 
пропорційно до концентрації використаного 
інсектициду (рис. 1). 

При дії інсектициду у концентрації 1-10° моль/л 
максимальне зниження силової продуктивності м'язу 
спостерігалося на 63 хв. проведення експерименту. 
Максимальне зниження силової продуктивності м'язу 
під впливом інсектициду в концентрації 1-10°° моль/л 
становило 15,9% порівняно з контрольними 
значеннями. Крім того, час утримання досягнутого 
рівноважного положення зменшився майже на 25%. 
Тобто, розвиток сили м'язом відбувається нелінійно 
протягом тривалості стимуляційного сигналу, що, 
можливо, пов'язано з асинхронною дією 


використаного інсектициду на різних ділянках 
скорочення. Максимальна зміна довжини м'язу при 
використанні розчину діазинону даної концентрації 
спостерігалась на 45-тій хвилині 1 становила 88,8% від 
контролю. Крім того, збільшення тривалості дії 
досліджуваної речовини не викликало подальшої 
зміни динамічних параметрів скорочення. 

Вплив інсектициду в концентрації 2,510? моль/л 
мав більш виражений характер. Максимальне 
зниження рівня сили, яку розвивав м'яз 
спостерігалось на 55 хв. Силова продуктивність м'язу 
при цьому знизилася на 36% порівняно з 
контрольними значеннями, час утримання 
досягнутого стаціонарного стану також знизився на 
20%. Максимальне зниження ступеня зміни довжини 
м'язу становило 56,9% від контрольних значень, 
починаючи з 51 хв. проведення досліду. Тобто в 
межах концентрацій 110? та 2,510 моль/л 
спостерігається концентраційна залежність ефектів дії 
діазинону, як на силову продуктивність так і на зміну 
довжини скелетних м'язів при скороченні. 

За описаної концентрації, максимальне 
зменшення ступеня зміни довжини переважало (у 
відсотках) показники сили скорочення м'язу. Тобто, 
під дією діазинону більш вираженого впливу зазнає 
зміна довжини порівняно з силовою продуктивністю 


м'язу при скороченні. 
стимуляція 
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Рис. 1. Зміна сили скорочення викликані 


електростимуляцією з частотою 30 Гц та тривалістю 
3000 ме під дією дазинону у діапазоні концентрацій 10° 
моль/л - 107 моль/л. По осі абсцис - час, по осі ординат — 
силові відповіді м'язових волокон у відсотках від 
контролю; 1-контроль, 2 - 6 - криві, які характеризують 
динамічні параметри скорочення скелетного м'язу під 
впливом діазинону у концентраціях: 1079, 2,510; 5.1079, 
7,5:10°, 10° моль/л відповідно. Час релаксації 3 хвилини. 
Інші пояснення в тексті. 


Стрілкою позначено криву (концентрація 
діазинону 5-10? моль/л) переходу динамічних 
параметрів скорочення до двофазної відповіді на 
прикладену стимуляцію. Горизонтальною 
пунктирною лінією показана передбачувана величина 
силової відповіді м'яза враховуючи її лінійне 
зменшення при зростанні концентрації діазинону. 
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Кільцями - показані значення, що відповідають 
досягненню 0 м'язом рівноважного стаціонарного 
стану, та зміни часу його утримання (вертикальні 
пунктирні лінії). 

У результат досліджень впливу розчину 
діазинону в концентрації 5-10° моль/л було 
встановлено, що інгібіторна дія інсектициду на 
динамічні параметри скорочення достовірно зросла. 
Максимальне зниження силової продуктивності м'язу 
спостерігалось на 68 хв. дії інсектициду, значення 
сили м'язового скорочення становило 59,6% від 
контролю. 

При концентрації  діазинону 5-10° моль/л 
відбувається розділення силової відповіді на два 
періоди: наростання та вихід на стаціонарний рівень, 
що не співпадає з лінійним зменшенням сили, яке 
спостерігалося при дії інсектициду у менших 
концентраціях. Після досягнення максимальної 
силової відповіді м'яз не здатен підтримувати цей 
стан та стрімко втрачає потужність скорочення, 
виходячи на нову, меншу за силовою продуктивністю, 
рівноважну позицію, що триває протягом всього часу 
стимуляційного сигналу без помітних трендів. При дії 
діазинону у концентраціях, які перевищують 5-10° 
моль/л в межах досліджуваного концентраційного 
діапазону швидкість наростання сили не змінюється. 

При використанні 5-10% моль/л розчину діазинону 
зменшення зміни довжини м'язу при скороченні 
носили дещо нерівномірний характер з максимальним 
зниженням на 77,3% порівняно з контролем, на 57 


хвилині досліду. 
стимуляція 


4 ны 
1 4 
50- З 
1 2% 
1 | 1 
0- Т Т Т | 1 
0 1000 2000 3000 мс 
Рис. 2. Зміни довжини скорочення викликані 


електростимуляцією з частотою 30 Гц та тривалістю 
3000 ме під дією діазинону у діапазоні концентрацій 10° 
моль/л - 107 моль/л 

1-контроль, 2 - 6 - криві, які характеризують динамічні 
параметри скорочення скелетного м'язу під впливом 
діазинону у концентраціях: 107%, 2,5:107, 5.105, 7,5-10%, 10 
моль/л відповідно. По осі абсцис - час, по осі ординат 
відображені зміни довжини м'язових волокон виражені у 
відсотках від контролю. Час релаксації 3 хвилини. Інші 
пояснення такі як для рис 1. 


Вплив діазинону у концентрації 7,5-10°° моль/л 
зумовлював пригнічення силової продуктивності на 
72,4% порівняно з контролем. Максимальне 
зменшення рівня сили, яку розвивав м'яз, 
спостерігалось на 39 хв. тривалості дії досліджуваного 
інсектициду. Тобто при збільшенні концентрації 


спостерігається зменшення часу виходу силової 
продуктивності на стаціонарний стан. Як і у випадку 
попередньої концентрації, після досягнення 
максимальної силової відповіді, рівень стаціонарного 
рівноважного положення не утримується 1 поступово 
спадає впродовж подальшої дії стимуляційного 
сигналу. 

Максимальне зменшення ступеня зміни довжини 
відбувалося на 33 хвилини проведення дослідів 1 
становило 11,6% від контрольних значень. 

Діазинон в концентрації 1-10 моль/л пригнічував 
силову продуктивність скелетних м'язів на 81,8% 
порівняно з контролем, причому максимальне 
зниження спостерігалося вже на 21 хв. його дії. Тобто 
при дії діазинону, зменшення сили, яку здатен 
розвивати м'яз, є пропорційним концентрації даної 
речовини. 

Під впливом діазинону у концентрації 11107 
моль/л зміна довжини м'язу при скороченні не 
спостерігалася вже після 10 хв. його дії (рис.2). 
Тобто, сила, яка розвивається м'язом за таких умов є 
недостатньою для того, щоб подолати прикладене 
навантаження, що призводить до зміни режиму 
скорочення з ізотонічного в ізометричний. 

Припинення дії інсектициду не призводить до 
відновлення початкового функціонального стану 
м'язу. Відмивання м'язових препаратів розчином 
Рінгера також не супроводжувалося відновленням 
динамічних параметрів скорочення. 

Основним механізмом токсичної дії всіх 
фосфорорганічних інсектицидів на функціонування 
скелетних м'язів вважається інгібування 
ацетилхолінестерази [6]. В роботах (16, 17], 
присвячених вивченню впливу фосфорорганчних 
інсектицидів на функціональну активність скелетних 
м'язів, зниження рівня сили розглядають лише як 
наслідок їх холінергічних ефектів. Оскільки ми 
проводили дослідження на ізольованих скелетних 
м'язах, які були попередньо очищені від нервових 
закінчень, то зміна динамічних параметрів скорочення 
відбувається в результаті безпосередньої дії діазинону 
на міофібрили. Результати досліджень показали 
зниження скоротливої активності м'язів під впливом 
діазинону незалежно від його холінергічних ефектів. 
Це узгоджується з результатами інших дослідників 
[18], які встановили, що під дією низьких доз 
діазинону спостерігаються зміни в скелетних м'язах, 
хоча при цьому інактивація ацетилхолінестерази не 
відбувається. Таким чином, можна припустити, що 
порушення роботи скелетних м'язів під дією 
фосфорорганічних інсектицидів відбувається не лише 
на рівні нервово - м'язової передачі але й на рівні 
клітини та субклітинних структур. 

Отримані результати свідчать, що інгібіторні 
властивості розчинів діазинону підсилювались як при 
підвищенні концентрацій даної речовини, так і при 
збільшенні тривалості її дії, в усіх досліджених нами 
випадках. Оскільки, даний інсектицид за своєю 
природою є ліпофільною молекулою та здатний 
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проникати в клітину за рахунок розчинення в ліпідній 
фазі плазматичної мембрани, і у подальшому 
впливати на функціональну активність клітинних 
структур, концентраційну та часову залежність 
зменшення динамічних параметрів скорочення можна 
пояснити збільшенням кількості речовини, що 
проникає через плазматичну мембрану м'язового 
волокна, а також її впливом на клітинні процеси. До 
таких ефектів фосфорорганічних інсектицидів можна 
віднести порушення синтезу АТФ в мітохондріях в 
результаті МО-опосередкованого пригнічення 
активності мітохондріальної АТФ-синтази [13 - 15] та 
окисне пошкодження мембрани міофібрил шляхом 
перекисного окиснення ліпідів (19). Крім того, всі 
фосфорорганічні сполуки володіють високою 
афінністю взаємодії з мембранними фосфоліпідами, 
тому, припускають, що фосфоліпідні компоненти 
мембран є однією з основних мішеней дії цих 
речових. При отруєнні фосфорорганічними 
інсектицидами значно змінюється ліпідний склад 
мембран міофібрил [12]. Зміна функціонального стану 
плазматичної мембрани м'язових клітин може 
призвести до порушення у спряженні збудження- 
скорочення. 


ВИСНОВКИ 


Отримані результати дозволяють припустити, що 
описані зміни динамічних параметрів скорочення під 
дією діазинону є результатом його безпосереднього 
впливу на функціонування клітин, що призводить до 
зниження скоротливої активності скелетних м'язів. 
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ВЛИЯНИЕ ДИАЗИНОНА НА СОКРАТИТЕЛЬНУЮ АКТИВНОСТЬ СКЕЛЕТНЫХ МЫШЦ 


Левковская Л. В., Ноздренко Д.Н., Мирошниченко Н.С. 


Проведены тензометрические исследования динамики сокращения скелетной мышцы ш.ИаП$ лягушки Капа {етрогама в 
изотоническом режиме под воздействием растворов диазинона в концентрационном диапазоне от 1:10" до 1-10” моль/л. 
Ингибиторные свойства растворов диазинона усиливались как при повышении концентрации вещества, так и при 
увеличении длительности его действия. Максимальное снижение изменения длины преобладало по сравнению с 
соответственными показателями силы сокращения. Сила, которую развивает мышца при таких условиях, является 
недостаточной, для того чтобы преодолеть приложенную нагрузку, что приводит к изменению режима сокращения с 
изотонического в изометрический. 


Ключевые слова: скелетные мышцы, диазинон. 


ТНЕ ЕЕЕЕСТ ОЕ ОІАЅІМОМ ОМ 5КЕГЕТАГ, МО5СІЕ СОМТВАСТТОМ АСТТУТТУ 
І еуКіубКа Г..У., Хогагепко О.М., Міговһпісһеліо М.$. 
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Проведено дослідження структурно-динамічних властивостей внутрішньої мітохондріальної мембрани та мембран мікросом 
саркоми 37 з використанням методу флуоресцентних зондів. Встановлено, що ріст саркоми 37 супроводжується 
модифікацією структури та фізичних властивостей мембран: структурною реорганізацією поверхневого їх шару, 
впорядкованості ліпідної компоненти, конформаційними перебудовами мембранних білків. Встановлена здатність 


препарату натрій дихлорацетату (НДХА) 


інгібувати ріст саркоми 37 поряд 


із змінами структурно-динамічної 


впорядкованості мембран (найбільше виражено для мітохондріальної мембрани), що може бути в основі механізму дії 


досліджуваного препарату. 


Ключові слова: саркома 37, натрій дихлорацетат, мітохондрії, мембрани, флуоресцентні зонди, ліпідний бішар, 


мікров'язкість. 


ВСТУП 


Визначальною є роль біологічних мембран у 
формуванні структурної організації клітин в цілому та 
її окремих компартментів, а також їх функціонуванні 
[1]. Мембрани залучені у формування пухлинного 
фенотипу клітини, одними з притаманних ознак якого 
є посилення мітотичної активності, стійке порушення 
прооксидантно-антиокисної рівноваги, послаблення 
взаємозв'язку клітини з позаклітинними структурами, 
реорганізація цитоскелету та модифікація 
транспортних процесів у клітині, інгібування каскадів 
програмованої клітинної загибелі [2]. Плазматична 
мембрана забезпечує взаємозв'язок зовнішньо- та 
внутрішньоклітинних процесів, які супроводжуються 


перебудовами цитоскелету 1 функціональною 
модифікацією множинних сигнальних шляхів у 
трансформованих клітинах [3]. У реалізації 


сигнальних каскадів при канцерогенезі приймають 
участь мітохондрії, оскільки ці органели, окрім 
енергопродукуючої функції, забезпечують регуляцію 


кальцієвого гомеостазу та рецепторнезалежного 
шляху апоптозу [4]. 
Використання | мішенних препаратів для 


лікування злоякісних захворювань вважається одним 
із найбільш багатообіцяючих підходів у сучасній 
онкологічній практиці [5]. На відміну від нормальних, 
мікрооточення злоякісних клітин характеризується 
нестачею поживних речовин, енергетичних субстратів 
та надлишком продуктів розпаду пухлинних клітин. 
За даних умов вплив на мітохондрії з метою 


досягнення метаболічної катастрофи може досягатися 
при використанні натрій дихлорацетату (ДХАН), 


здатного виступати інгібітором кінази 
піруватдегідрогенази, активної в пухлинних клітинах 
[6]. Цей фермент характеризується здатністю 


фосфорилювати  піруватдегідрогеназний комплекс, 
який трансформує шруват до ацетил-КоА, та 
пригнічувати його активність. У зв'язку з цим, при дії 


натрій дихлорацетату забезпечується активація 
піруватдегідрогеназного комплексу, а отже 1 
посилення процесів енергетичного обміну в 
мітохондріях. 


Функціонування мембранних систем, в тому числі 
й інтегральних мембранних білків, залежить від їх 
ліпідного оточення та динамічних властивостей. Слід 
враховувати, що регуляція активності 
мембранозв'язаних ферментів та сигнальних білків 
відбувається на рівні молекулярних взаємодій 
білкових молекул та анулярних ліпідів (білок-ліпідні 
взаємодії), а зміни  мікров'язкості (структурної 
впорядкованості) ліпідної компоненти модифікують 
організацію  функціонально-активної  конформації 
білкових молекул в мембрані [3]. Тому доцільною є 
оцінка структурно-динамічних властивостей 
клітинних мембран у злоякісно трансформованих 
тканинах, у тому числі за введення таргетної сполуки 
- ДХАН. 

Мета даної роботи полягала у дослідженні 
структурного стану клітинних мембран пухлин у 
динаміці росту саркоми 37 та за введення ДХАН. 
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МАТЕРІАЛИ І МЕТОДИ 


Дослідження проводили на білих мишах-самцях 
лінії ВаЇб/с віком 2-2,5 міс. та вагою 20-25 г. 
Утримання тварин та процедури над ними 
здійснювали відповідно до прийнятих міжнародних 
правил проведення робіт із експериментальними 
тваринами. Для індукції пухлин тваринам 
перещеплювали у м'яз стегна 2-10° клітин саркоми 37 
(С37) на тварину у розчині Хенкса. Клітини до 
перещеплення культивували у середовищі ЕРМІ-1640 
(«5ієта», США) з додаванням 10 % ембріональної 
сироватки («51єта», США), 2 мМ Іляглутаміну, 40 
мкг/мл гентаміцину при +37°С у вологій атмосфері з 5 
% СО». Підрахунок життєздатних клітин С37 
проводили з використанням камери Горяєва та 3% 
трипанового синього. 

Тварин із пухлинами розподілено на 2 групи: 1 ~ 
миші з пухлинами, яким замість препарату вводили 
0,9 % МаСі; 2 - миші з С37, які отримували 
внутрішньоочеревинно натрій дихлорацетат у дозі 86 
мг/кг на добу починаючи від 3-І доби після 
перещеплення пухлини впродовж терміну 
експерименту. 

Ріст саркоми 37 характеризували за зміною 
розмірів пухлини (у трьох вимірах) на 6-у, 11-у, 14-у, 
17-у, 20-у та 24-у добу, оцінюючи об'єм пухлини з 
використанням формули: У (см?) = (п:@?)/6, де а - 
лінійний розмір пухлини, см". 

Декапітацію піддослідних тварин із подальшим 
вилученням пухлин проводили на 14-у (1 термин), 17- 
у (2 термін), 20-у (3 термін) та 24-у добу (4 термін) 
після перещеплення саркоми 37. 

Отримання мітохондріальної та постміто- 
хондріальної (мікросомальної) фракцій клітин пухлин 
проводили із застосуванням методу диференційного 
центрифугування [7]. З метою одержання препаратів 
внутрішньої мітохондріальної мембрани (ВММ) 
проводили дворазову процедуру заморожування- 
відтаювання суспензії мітохондрій з подальшим 
центрифугуванням при 25000 є протягом 30 хв. 
Концентрацію білка вимірювали методом 
Грінберга [8]. Ступінь чистоти препаратів ВММ та 
мембран мікросом (ММ) оцінювали за активністю 
маркерних ферментів - сукцинатдегідрогенази [9] та 
5'-нуклеотидази [10] відповідно. 

Використовуючи флуоресцентні зонди, які 
локалізуються в різних ділянках мембрани, вивчали 
структурно-динамічні властивості ліпідної та білкової 
компонент ВММ та ММ саркоми 37. Враховували, що 
1-анілінонафталін-8-сульфонату (АНС) локалізується 
переважно в поверхневих ділянках мембран, а пірен — 
у зоні жирнокислотних ланцюгів фосфоліпідів [11]. 
Мікров'язкість ліпідної компоненти мембран 
визначали за ступенем ексимеризації пірену М№ 
(М=Е,/Е,, де Е--інтенсивність флуоресценції ексимерів 
пірену, а Е, -мономерів) для загальної ліпідної фази 
при А = 335нм (335) 1 анулярних ліпідів при Аб = 
280 нм (№) [12]. Конформаційний стан білкових 
молекул у мембранах оцінювали за ефективністю 
гасіння акриламідом триптофанової флуоресценції 


згідно [13]. Флуоресцентні дослідження проводили на 
спектрофлуориметрі  5Пітадги-ВЕ510 (Японія) в 
кварцовій односантиметровій кюветі при +25°С. 

Для обробки отриманих результатів 
використовували загальноприйняті методи 
статистичного аналізу [14]. 


РЕЗУЛЬТАТИ ТА ЇХ ОБГОВОРЕННЯ 


Аналіз результатів росту саркоми 37 впродовж 24 
діб після  перещеплення пухлини вказує на 
неоднорідний характер змін об'єму пухлини. Так, ріст 
саркоми 37 у проміжок від 9-ї по 16-17-у добу після 
перещеплення має лінійний характер. 17-18-а доба 
характеризується початком сповільнення темпів росту 
на 49,8 % (р<0,05) у порівнянні з попереднім часовим 
інтервалом та стабілізацією значень об'єму пухлини 
до 24-ї доби (рис. 1). 

Це дозволяє виділити у загальному терміні 
дослідження лаг-фазу росту саркоми 37, яка при 
перещепленні мишам лінії Ваїб/с внутрішньом'язово 
становить проміжок від моменту перешеплення 
пухлини до 9-ї доби її росту. Цей період змінюється 
на фазу експоненціального росту саркоми 37, яка 
триває до 17-18-ї доби після перещеплення пухлини 
та передує фазі стаціонарного росту, за якої розміри 
саркоми 37 змінюються менш швидко. 
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Рис. 1. Ріст саркоми 37 в експериментальній моделі на 
мишах лінії Ва!Һ/с при внутрішньом”язовому перещепленні. 
За відсутності (1) та за введення (2) НДХА (р<0,05). 


Результати, представлені на рис. 1, свідчать про 
те, що використання НДХА призводить до зниження 
темпу росту саркоми 37 на 32% (р<0,05) в 
експоненціальній фазі та на 53 % (р<0,05) у терміни 
стаціонарного росту порівняно з контролем, що вказує 
на здатність препарату в режимі метрономного його 
введення спричинювати інгібування росту саркоми 
37. 

Використання методу флуоресцентних зондів 
дозволило охарактеризувати структурно-динамічні 
властивості ВММ та ММ саркоми 37 на різних етапах 
росту пухлини та оцінити стан цих мембран за 
введення НДХА. 
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Отримані дані по дослідженню взаємодії 
флуоресцентного зонду АНС з ММ свідчать, що 
величина показника інтенсивності флуоресценції 
зонду для пухлин обох досліджуваних груп тварин не 
змінюється ( табл. 1). Враховуючи те, що майже вся 
вимірювана флуоресценція АНС зумовлена 
зв'язуванням зонду з мембраною, можливо визначити 
параметри його зв'язування з мембраною - константу 
зв'язування ( Канс) та число місць зв'язування ( Манс) 
[11]. Встановлено, що за всіх термінів росту саркоми 
37 величина константи зв'язування зонда не 


змінюється, а кількість місць зв'язування зонду 
зростає із зростанням терміну росту (табл. 1). Це 
свідчить про появу додаткових ділянок зв'язування 
АНС, можливо внаслідок  конфор-маційних змін 
білкової та ліпідної компонентів мембрани. Введення 
НДХА обумовлює наступні зміни параметрів 
зв'язування зонду: величина константи зв'язування 
АНС знижується у середньому на 28 %, що свідчить 
про зростання спорідненості зонду з мембраною [11, 
15], а кількість місць зв'язування зонду зростає 
(табл. 1). 
Таблиця 1. 


Спектральні характеристики флуоресцентного зонду АНС, зв'язаного з препаратами мікросомальних 
мембран ( ММ ) саркоми 37 у різні терміни росту пухлини ( М=щ, п =9) 


А Я Інтенсивність Константа Кількість місць 
Термін Об'єкт З қ К 
(доба) РН АКНЕ флуоресценції АНС, зв'язування, зв'язування, нмоль / 
відн.од. 10-м мг білка 
1 (14) С37 1 13,60--1,50 45,3+3,5** 
С37+НДХА 1,02--0,04 9,51--0,51% 46,7--4,5 
2(17) С37 1 15,42=1,12 53,4--4,7 
С37+НДХА 0,95--0,05 12,58+1,10* 63,7-6,3 
3 (20) С37 1 14,17+1,41 75,5+4,6 
С37+НДХА 1,03--0,06 9,36--0,57% 81,6--6,2 
4 (24) С37 1 14,57--1,11 69,0--4,9 
С37+НДХА 1,01=0,08 10,72+1,02* 80, 1-66, 1 
Примітка (тут та далі): С37 - саркома 37, С37-НДХА - саркома 37 за умов введення НДХА, %-р<0.05 відносно 


саркоми 37 для відповідного терміну; 
жж. р 0.05 відносно саркоми 37 для інших термінів. 


Таблиця 2. 


Спектральні характеристики флуоресцентного зонду АНС, зв'язаного з препаратами внутрішньої 
мітохондріальної мембрани ( ВММ ) саркоми 37 у різні терміни росту пухлини (М+т, п-9) 


Термін ноо Константа зв'язування 
с Об'єкт дослідження флуоресценції АНС, 4 а у 
(доба) | 10-м 
відн.од. 
1 (14) С37 1 71,04+7,35 
С37-НДХА 1,12+0,09* 36,41+1,45* 
2 (17) С37 1 62,06+6,25 
С37-НДХА 0,97--0,06 49,32--2,35% 
3 (20) С37 1 51,13--4,03 
С37-НДХА 0,99--0,07 27,18=1,95* 
4 (24) С37 1 50,0--4,09 
С37-НДХА 1,01--0,05 24,11+1,41* 
Виявлені зміни спектральних характеристик Таким чином, у динаміці росту саркоми 37 у 
флуоресцентного зонду АНС, зв'язаного з ММ початковий термін дослідження, що відповідає фазі 
саркоми 37, вказують на локальні структурни експоненціального росту, спостерігаються відмінності 


модифікації поверхневих ділянок мембрани у місцях 
зв'язування АНС за умов введення НДХА. 

Отримані дан по дослідженню взаємодії 
флуоресцентного зонду АНС з ВММ свідчать, що 
інтенсивності флуоресценції та константа зв'язування 
АНС з ВММ пухлин без введення НДХА суттєво не 
змінюється ( табл. 1). Результати дослідження впливу 
НДХА вказують на зростання інтенсивності 
флуоресценції зв'язаного з ВММ саркоми 37 зонду 
лише за 1 терміну дослідження в середньому на 12 % 
та зниження величини константи зв'язування АНС у 
середньому на 46 % при всіх термінах ( табл. 2). 


поверхневої структури ММ та ВММ, порівняно із 
іншими термінами, про що свідчать зміни параметрів 
зв'язування АНС із мембранами. У присутності 
НДХА за усіх термінів росту спостерігається 
структурна модифікації поверхневих ділянок ММ та 
ВММ. Враховуючи, що флуоресценція змішаного 
бішару мембран залежить від його стану [15], 
локальні структурні перебудови в місцях зв'язування 


АНС можуть визначатися не лише фізичними 
властивостями мікрооточення зонду, протіканням 
ПОЛ, а й можливістю  конформаційних змін 


мембранних компонентів. 
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Мікров'язкість ліпідної компоненти мембран 
досліджували з використанням гідрофобного зонду 
пірену, молекули якого локалізуються в ділянці 
жирнокислотних ланцюгів фосфоліпідів. При 
фіксованій температурі та концентрації зонду ступінь 
ексимеризації зонду залежить від мікров'язкості його 
оточення 1 може виступати її характеристикою. 

Одержані результати для препаратів ММ та ВММ 
саркоми 37 (табл. 3) свідчать про зростання в'язкості 
ліпідів, які безпосередньо контактують з білковими 
молекулами порівняно з ліпідним бішаром (ступінь 
ексимеризації пірену для анулярних ліпідів зростає 


порівняно із загальною ліпідною фазою), що 
узгоджується з уявленням про імобілізуючий вплив 
білкових молекул на вуглецеві залишки ліпідних 
молекул [16]. Мікров'язкість ліпідного бішару в ММ 
при рості саркоми 37 практично не змінюється 
(табл.3). В той же час, мікров'язкість ліпідної 
компоненти ВММ саркоми 37 дещо знижується, 
оскільки ступінь ексимеризації пірену зростає, 
наприклад, на 20-у добу експерименту для анулярних 
ліпідів на 18 %, а загальної ліпідної фази на 20 % 
порівняно із 14-ю добою ( табл.3 ). 


Таблиця 3. 


Ступінь ексимеризації пірену для загальної ліпідної фази ( №35 ) та анулярних ліпідів ( Хэ) в препаратах 
внутрішньої мітохондріальної мембрани ( ВММ ) та мембран мікросом (ММ ) саркоми 37 (М+т, р = 9) 


Термін, (доба) ВММ ММ 
С37 С37+НДХА С37 С37+НДХА 

№35, відн. ОД. 

1 (14) 0,98--0,04 1,13-0,11 0,79--0,06 0,68+0,06 

2 (17) 1,07-0,07 1,18-0,09 0,67+0,05 0,53+0,03* 

3 (20) 1,18-0,05 0,98=0,07* 0,68:-0,05 0,59+0,04* 
№5, відн. од. 

1 (14) 0,78--0,06 0,94+0,10* 0,59+0,06 0,57+0,06 

2 (17) 0,80-0,04 0,98=0,09* 0,60+0,05 0,56+0,03 

3 (20) 0,92--0,06%% 0,79--0,04% 0,61+0,05 0,69+0,04 

Таблиця 4. 


Параметри гасіння триптофанової флуоресценції акриламідом в препаратах внутрішньої 
мітохондріальної мембрани ( ВММ ) та мембран мікросом ( ММ) саркоми 37 (М+т, р = 9) 


Термін, доба ВММ ММ 
С37 С37-НДХА С37 С37-НДХА 
Інтенсивність триптофанової флуоресценції, відн. од. 
14 215,6=16,1 144,0--11,1% 71,1+6,6 53,3+4,6* 
17 172,5 +15,7** 110,6--10,0% 51,5+4,5** 53,5+4,3 
20 124,7+10,5** 103,8+9,7* 63,2+5,5 54,5+4,4 
24 128,7+10,6** 91,4+8,5* = = 
р | Частка флуоресценції, яка доступна для гасіння, В| 
14 0,52+0,03 0,53+0,04 0,83+0,06 0,77+0,06 
20 0,56+0,06 0,49-0,04 0,90+0,07 0,92+0,05 
24 0,60-0,05 0,57+0,05 - - 
Ефективна константа гасіння, Кѕу (М) 
14 2,17--0,11 1,27--0,10% 5,53+0,40 13,05+0,98* 
17 1,72--0,10% 1,32--0,05% 4,76+0,41 7,87--0,65% 
20 1,68--0,04% 1,24+0,04* 5,99+0,45 8,63+0,74* 
24 1,86+0,04* 1,09-0,04* - - 


За умов введення НДХА відбувається зменшення 
ступеня ексимеризації пірену в ММ при 2.буд-335 нм 
(№35) (на 21 та 13 % за 17-1 та 20-1 доби росту пухлини, 
відповідно), що вказує на зростання мікров'язкості 


загальної ліпідної фази. Для ВММ за ранніх термінів 
дослідження (14-а та 17-а доба) ступінь ексимеризації 
пірену дещо зростає, а на 20-ту добу знижується для 
анулярних ліпідів у середньому на 14 %, а для 


87 


СТРУКТУРНИЙ СТАН КЛІТИННИХ МЕМБРАН САРКОМИ 37 В ДИНАМІЦІ РОСТУ 


загальної ліпідної фази - на 17-25% відносно саркоми 
37 мишей, які не отримували НДХА, що вказує на 
зростання мікров'язкості ліпідного бішару ВММ за 
введення НДХА (табл. 3). 

В'язкість ліпідів, як відомо, є інтегральною 
величиною 1 залежить від складу фосфоліпідів, вмісту 
холестеролу, який впорядковує структуру мембрани, 
кількості ненасичених жирних кислот, ступеня їх 
ненасиченості та від інтенсивності протікання ПОЛ в 
мембранах тощо. Зростання в'язкості ліпідної фази 
мембран може бути зумовлене порушенням 
гідрофобних взаємодій між молекулами ліпідів та 0@- 
спіральними ділянками білків [12]. 

Зростання мікров'язкості ліпідної фази ММ та 
ВММ на пізніх етапах росту саркоми 37, може бути 
пов'язано із інтенсифікацією ПОЛ, порушенням 
взаємодій й взаємовпливу між білками та ліпідами, 
що 1 може обумовлювати функціональну 
дестабілізацію мембран, яка посилюється за впливу 
НДХА. Оскільки в основі механізму цитотоксичної дії 
НДХА на пухлинні клітини є редокс-активоване 
відкривання пори перехідної проникності мітохондрій 
та запуск подій мітохондріального апоптозу [17], а з 
іншого боку зростання мікров”язкості супроводжує 
відкривання пори перехідної | проникності у 
мітохондріальній мембрані [18], можна припустити, 
що зростання мікров'язкості ліпідів ВММ саркоми 37 
обумовлено використанням НДХА. 

Для оцінки структурних змін білкової компоненти 
мембран досліджували інтенсивність флуоресценції 
триптофанілів білкових молекул. Встановлено, що 
препарати  ВММ саркоми 37 характеризуються 
зниженням інтенсивності триптофанової флуорен- 
ценції білкових молекул у середньому на 40% 13 
зростанням терміну росту порівняно з 14-ю добою 
росту. Водночас, за цих умов інтенсивність 
триптофанової флуоресценції для ММ пухлинних 
тканин знижується на 11-17 % порівняно з 14-ю 
добою росту (табл.4). 

За умов введення НДХА в препаратах ВММ 
саркоми 37 інтенсивність флуоресценції 
триптофанових залишків мембранних білків 
знижується порівняно з ВММ пухлин мишей групи 
контролю на 33 % за 1-го терміну, на 36 % за 2-го 
терміну, на 17 % за 3-го терміну та на 29 % за 4-го 
терміну дослідження, а в препаратах ММ - у 
середньому на 25 % за 1-го терміну, порівняно з 
ВММ саркоми 37 мишей, які не отримували препарат 
(табл. 4). Зменшення інтенсивності флуоресценції 
триптофанілів може бути спричинене 
конформаційними перебудовами білкових 
макромолекул чи переходом триптофанових залишків 
у більш полярне оточення [13]. 

Для оцінки конформаційних перебудов 
мембранних білків використано метод гасіння 
триптофанової флуоресценції зовнішнім гідрофільним 
гасником - акриламідом. Аналіз даних по гасінню 
флуоресценції триптофанілів досліджуваних мембран 
в модифікованих координатах  Штерна-Фольмера 
дозволяє визначити частку флуоресценції 


триптофанових залишків (Р), яка доступна для 
гасіння, та ефективну константу гасіння ( Ку ), Зміни 
якої відображають структурну динаміку білкових 
молекул [19]. Слід враховувати, що використання 
модифікованого рівняння Штерна-Фольмера 
передбачає існування двох типів флуорофорів - 
повністю доступних чи недоступних гасінню. Тому 
відмінності значення В від одиниці свідчать про 
існування певної кількості триптофанілів, що 
недоступні для гасіння акриламідом [13]. 
Встановлено, що частка доступних для гасіння 
триптофанових залишків білкових молекул ММ та 
ВММ саркоми 37 відрізняється, але не змінюється як 
за росту пухлин, так і за умов введення НДХА. При 
рості пухлини для ВММ саркоми 37 величина Кзу 
знижується на 14-23 %, починаючи від 17-ї доби 
дослідження у порівнянні з 14-ю добою, а при 
введенні НДХА на 23-41 %, порівняно із 
відповідними величинами для ВММ С37 мишей, які 
не піддавалися введенню НДХА (табл. 4), що свідчить 
про зменшення внутрішньомолекулярної рухливості 
білкових молекул ВММ саркоми 37 як за росту 
пухлини, так і за введення НДХА. Для препаратів ММ 
саркоми 37 за умов введення НДХА відмічено 
зростання величиниа Ку на 136 %, 65 % та 44 % 
відповідно для 1-го, 2-го та 3-го термінів досліджень, 
що свідчить про зростання внутрішньомолекулярної 
рухливості молекул білків ММ саркоми 37 за цих 


умов. 
Таким чином, процес пухлинного росту 
характеризується структурною модифікацією 


мембран мітохондрій та мікросом, які пов'язані, перш 
за все, з конформаційними перебудовами білкових 
молекул, та зростанням  мікров'язкості ліпідної 
компоненти, що найбільш виражено для мембран 
мітохондрій. Введення тваринам з саркомою 37 
НДХА призводить до різноспрямованих змін 
структурного-динамічного стану даних мембран, що 
впливає на їх функціональні властивості. 


ВИСНОВКИ 


Аналіз отриманих результатів свідчить, що ріст 
саркоми 37 супроводжується певними змінами 
структури та фізичних властивостей внутрішньої 
мембрани мітохондрій та мембран мікросом пухлинних 
клітин, які полягають у модифікації поверхневих 
ділянок мембран, структурної впорядкованості ліпідної 
компоненти, гідрофобних білок-ліпідних взаємодій, 
конформації мембранних білків. Введення тваринам з 
саркомою 37 препарату НДХА призводить до 


поглиблення змін  структурно-динамічної впоряд- 
кованості мембран пухлин, в більшій мірі 
мітохондріальних, що може призводити до змін 


функціонування транспортних систем цих мембран, 
процесів сигнальної трансдукції за їх участю, процесів 
енергетичного обміну в мітохондріях тощо в пухлинних 
клітинах. Це може виступати складовою механізму дії 
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СТРУКТУРНОЕ СОСТОЯНИЕ КЛЕТОЧНЫХ МЕМБРАН САРКОМЫ 37 В ДИНАМИКЕ РОСТА 
Сорокина Л.В., Хижняк С.В., Диденко Г.В., Степанова Л. И., Капля О.А. 


Проведено исследование структурно-динамических свойств внутренней мембраны митохондрий и мембран микросом 
саркомы 37 с использованием метода флуоресцентных зондов. Показано, что рост саркомы 37 сопровождается 
модификацией структуры и физических свойств мембран, структурной реорганизацией их поверхностного слоя, 
упорядоченности липидной компоненты, конформационными перестройками мембранных белков. Установлена 
способность препарата натрий дихлорацетата (НДХА) ингибировать рост саркомы 37, а также приводить к изменениям 
структурно-динамической свойств мембран (более выраженных для мембраны митохондрий), что может быть в основе 
механизма действия исследуемого препарата. 


Ключевые слова: саркома 37, натрий дихлорацетат, митохондрии, мембраны, флуоресцентные зонды, липидный бислой, 
микровязкость. 


ТНЕ $ТВОСТОВАГ, 5ТАТЕ ОЕ СОАК МЕМВКАМЕЅ ЕКОМ ЅАКСОМА 37 ІХ ТНК СВОУ\УТН РУХАМІС5З 
ЅогоКіпа Г..У., Кһу?һпуак $. У., "”ійепко С. У., Ѕіерапоуа Г..1., КарНа О. А. 


Тһе вігісішаі апа дупатіс 5іаїе ої шпег тіќосһопагіа! тетбгапеѕ апа пл1сгозотла! пегабгапез ої ѕагсота 37 уеге іпуеѕіісаѓей 
иѕіпо ће тео ої Пиогевсепі ргобеѕ. К хуав һоууп паї (һе втоу/іһ ої загсота 37 сһагасіегіхеѕ уі (һе тойіНсайопв ої Фе 
бігісімге апа рһувіса! ргорегіеѕ ої ћеѕе шетіфгапев. Пигіпє ѕагсота 37 вгом'ї (ће з8ігисіига! теогсапігайоп ої ће 5ирегісіа! Іауег 
ої тетЫгапеѕ апа Пр1А сотропепі, сопогтаНопа| сһапрев ої ргоеш пасготоїесиіе5 оссиг. К ууав аї5о еуашае4 (һай ѕойішт 
ФсһҺІогоасейа е (ЗДА) шЫБИ$ {Пе га ої ѕагсота 37 ягом'Б іп ће ехрегітепі іп уіуо апа [еа4$ ёо (һе сһапреѕ ої өігісішгі апа 
аупатіса! ѕ(аќе ої тегабгапез Нот питог се11ѕ (еѕресіаПу Ғог тіќосһопаігіа! тегабгапе) {Һа соша Бе сопвійегей аз (һе ПпК іп ће 
тесһапівіт ої 5ДА асНоп. 


Кеу моға8: ѕагсота 37, ѕойішт @сШогоасеае, тіїќосһопапа, тетбгапеѕ, Пиогезсепі ргобеѕ, ірі Бі ауег, тісгоуіѕсоѕіїу. 


Фізика живого, Т. 18, №3, 2010. С.89-92. 


© Берник О.О., Савчук О.М., Дворщенко К.О., Берегова Т.В., Остапчеко Л.І. 


УДК 577.125.8 


Рһувісв об Ме АПуе 
у уу.ра.ѕсіепсе-сепќег, пе 


ПЕРОКСИДНЕ ОКИСНЕННЯ БІЛКІВ ПЕЧІНКИ ЗА УМОВ ГІПОАЦИДНОГО СТАНУ 


Берник О.О., Савчук О.М., Дворщенко К.О., Берегова Т.В., Остапчеко Л.І. 


Навчально-науковий центр «Інститут біології» 
Київського національного університету імені Тараса Шевченка 
е-тай: Кѕепіа Бетук(аі ғи 


Надійшла до редакції 09.04.2010 


Досліджено процеси пероксидації у клітинах печінки щурів за умов тривалої гіпохлоргідрії, викликаної введенням інгібітора 
протонної помпи омепразолу. Встановлено, що після 28 денної гіпоацидності шлункового соку змінюється кількісне 
співвідношення між фракціями протеїнів. Виявлено підвищення рівня пероксиду водню в клітинах печінки за умов введення 


омепразолу та значне накопичення продуктів окисної модифікації білків, 


що може бути наслідком активації 


віднорадикальних процесів у клітинах, які розглядають як неспецифічний механізм розвитку запалення. Також, показано 
статистично достовірне підвищення медіатора гострої фази запалення — С-реактивного білку. 


Ключові слова: омепразол, гіпохлоргідрія, гепатоцити, окисна модифікація білків, С-реактивний білок. 


ВСТУП 


На сьогодні доведено, що тривале використання 
інгібіторів протонної помпи парієтальних клітин 
шлунка, зокрема омепразолу, призводить до гіперга- 
стринемії та розвитку шлункової атрофії 1 метаплазії, що 
створює передумови для канцерогенезу [1]. 

Розглядаючи фармакологічні властивості 
омепразолу, потрібно зазначити, що омепразол швидко 
(протягом 4 год) розподіляється в слизовій оболонці 
шлунка, тканинах печінки і жовчного міхура. Через 48 
год омепразол визначається тільки в слизовій оболонці 
шлунка. Близько 90-95% омепразолу зв'язується з 
білками плазми крові. Через гематоенцефалічний бар'єр 
проникає обмежена кількість омепразолу. Велика 
частина (77%) екскретується з сечею у вигляді 
метаболітів, з них ідентифіковані гідроксиомепразол 1 
карбонова кислота. Інша частина омепразолу виводиться 
з калом, що припускає значну екскрецію метаболітів 1з 
жовчю. Три метаболіти омепразолу ідентифіковані в 
плазмі крові, які мають слабку антисекреторну 
активність або не володіють нею взагалі. Активним 
метаболітом є сульфономепразол [2]. 

За умов шлункової гіпоацидност знижується 
виділення секретину та холецистокініну, які впливають 
на секрецію жовчі [3]. Таким чином, в гіпоацидних 
умовах можливий розвиток патологічних процесів, як у 
гепатоцитах, так 1 в позапечінковій біліарній системі, 
що, зокрема, може проявлятися в деструкції мембран 
гепатоцитів та розладі синтезу жовчних кислот та 
ліпідів, протеїнів. З іншого боку, розглядаючи пряму дію 
омепразолу на печінку, при порушеннях функцій органу 
біодоступність омепразолу збільшується майже до 
10096, при цьому тривалість періоду напіввиведення 
збільшується до 3 год [2]. 


Іншим наслідком тривалої  гіпохроргідрії є 
розмноження патогенної мікрофлори в шлунково- 
кишковому тракті, яка за даними літератури, може 
підсилювати гіпоацидність [4]. 

Одним з важливих процесів для підтримки 
гомеостазу та корекції інтоксикаційних явищ в організмі 
є система пероксидного окиснення білків Окиснення 
білкових молекул під дією активних форм кисню 
призводить до незворотного пошкодження мембранних 
структур, порушення їх проникності 1 загибелі клітин 
[5]. Проте літературні дані щодо інтенсивності процесів 
пероксидації білків у клітинах печінки за умов 
гіпохлоргії відсутні, тому метою роботи було 
проаналізувати структурний розподіл поліпептидів та 
рівень окиснених білків гепатоцитів щурів за умов 


тривалого пригнічення кислотної секреції шлунка 
омепразолом. 

МАТЕРІАЛИ І МЕТОДИ 

Досліди проводили на білих нелінійних 
статевозрілих щурах-самцях масою 160-200 г. 


Контрольну групу склали шури, які протягом 28 днів 
внутрішньоочеревинно (в/о) отримували 0,2 мл води 
для ін'єкцій. Другу групу склали щури, які протягом 
28 днів отримували в/о «Омез®» виробництва Пг. 
Кедду'я Габогаюнез (Індія), діючою речовиною якого 
є омепразол. «Омез» вводили протягом 28 днів в дозі 
14 мг/кг один раз на добу, розчиняючи в 0,2 мл води 
для ін'єкцій. 

Морфологічно та функціонально інтактні клітини 
печінки було отримано згідно модифікованого 
неферментативно методу виділення гепатоцитарної 
фракції клітин печінки за Петренко А.Ю. зі співав. 

Аналіз складу поліпептидів клітин печінки 
здійснювали З використанням методу 
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електрофоретичного розділення в поліакриламідному 
гелі (ПААГ). Електрофорез проводили за методом 
ГаеттН в градієнт ПААГ з додецилсульфатом 
натрію (ДДС-Ма) [6]. 

Кількісний вміст перекису водню в гепатоцитах 
визначали за активністю каталази [7]. Вміст С- 
реавтивного білка турбідиметричним методом. 

Для визначення окислювальної модифікації білків 


гепатоцитів щурів використовували метод 
Е.Е.Дубініної, С.О. Бурмістрова, Д.А. Ходова, 
І. Г. Поротова [8]. Оптичну густину утворених 


дінітрофенілгідразинів реєстрували при довжинах 
хвиль: 346 1 370 нм (альдегідні 1 кетони продукти 
окисної модифікації нейтрального характеру), а також 
при 430 нм 1 530 нм (альдегідні і кетони продукти 
окисної модифікації основного характеру). Ступінь 
окисної модифікації білків виражали в одиницях 
оптичної щільності, віднесених на 1 мг білка. 

Статистичну обробку результатів проводили 
загальноприйнятими методами варіаційної статистики. 
Вірогідність різниці між контрольними та дослідними 
вимірами оцінювали за і-критерієм Ст'юдента. 


РЕЗУЛЬТАТИ ТА ЇХ ОБГОВОРЕННЯ 


В результаті диск-електрофорезу в ПААГ білки 
печінки розділились на 7 фракцій. Виявлено кількісні 
зміни у співвідношенні білкових фракцій в 
досліджуваних групах тварин. 

Таблиця 1. 
Фракційний склад протеїнів клітин печінки 


ними інфекціями, сепсисом, некрозом тканин та 
хронічними запальними процесами [9]. СРБ стимулює 
імунні реакції, фагоцитоз та активує класичну систему 
комплемента. 

Відтак за умов омепрзол індукованої гіпохлоргідрії 
шлунку нами було визначено вміст С-реактивного 
протеїну у клітинах печінки. Зафіксоване підвищення 
цього глобуліну у 3,7 рази порівняно з контрольними 
показниками може спостерігатися внаслідок активації 
його синтезу у печінці (табл. 2). 

Таблиця 2. 
Вміст С-реактивного білка та пероксиду водню у 
клітинах печінки 


52 С-реактивний НО», 
дійн білок, мкг/мл нмоль/мг білка 
Контроль 4,12+0,29 16,22+1,46 
Омепразол 30,11+2.08 46284,17 


Стан Контроль Омепразол 
Молекулярна 
маса протеїнів, к, 
ММ 279, % 39,90--4,39 57,63+6,34* 
ММ 156, % 4,17-0,46 7,06+0,78* 
ММ 118, % 3,33+0,37 4,55+0,5* 
ММ 95, % 11,36+1,25 5,64+0,62* 
ММ 76, % 12,00+1,32 5,72+0,63* 
ММ 41, % 26,58+2,92 16,73--1,84% 
ММ 29, % 2,66+0,29 2,67+0,29 
* - Р<0,05 у порівнянні з контролем. 
За умов 28 денного введення омепразолу 


спостерігається достовірне збільшення всіх фракцій 
високомолекулярних поліпептидів, які представлені 
імугоглобулінами, компонентами комплемента, С- 
реактивним білком (СРБ), ліпопротеїнами та ін. Фракції 
глобулінів з ММ - 279 кДа підвищувалась в 2,6 раза, 
ММ = 154 кДа - в 3 рази, ММ = 117 кДа в 2,5 раза. 
Збільшення кількості цих білків у печінці може свідчити 
про розвиток локального запалення (табл. 1). 

Відомо, що підвищення рівня С-реактивного 
протеїну у крові, який належить до білків гострої фази 
запалення, може відбуватися у відповідь на розвиток 
локальних процесів запалення спричинених бактеріаль- 


* - Р 0.05 у порівнянні з контролем. 


Аналіз білкових фракцій середньої молекулярної 
маси та низькомолекулярних пептидів показує їх 
статистично | достовірне зниження у діапазоні 
молекулярних мас від 95 до 41 кДа. Ми припустили, що 
такі кількісні зміни можуть бути наслідком посилення 
вільнорадикальних процесів при розвитку шлункової 
гіпохлоргідрії (табл. 1). 

Перевантаження дихального ланцюга мітохондрій 
при активному гліколізі призводить до того, шо 
молекула кисню здатна приєднувати один електрон, 
утворюючи супероксиданіон-радикал "07. За цих умов 
супероксиданіон-радикал зазнає перетворення, що 
призводять до утворення інших  високореакційних 
радикалів, які можуть безпосередньо ушкоджувати 
клітині структури [10]. При адаптації організму до 
стресових ситуацій для швидкого отримання АТФ 
мають місце більш короткі шляхи тканинного дихання: 
відщеплені в процесі окислення в циклі Кребса атоми 
водню переносяться на флавінові ферменти електронно- 
транспортного ланцюга мітохондрій, минаючи систему 
нікотинамідних ферментів. При цьому утворюється 
лише дві молекули АТФ замість трьох. Коротшим 
шляхом швидкого отримання АТФ є перенесення атомів 
водню з окиснених субстратів за допомогою флавінових 
ферментів безпосередньо на молекулярний кисень, 
минаючи систему цитохромів. Кінцевим продуктом 
окиснення в цих випадках буде не вода, а пероксид 
водню [11], як нами показано, концентрація якого була 
підвищеною у 2,88 разів у клітинах печінки за умов 
шлункової гіпохлоргідрії (табл. 2). 

Зростання швидкості утворення вільних радикалів 
порушує роботу антиоксидантних систем, а отже, веде 
до накопичення активних форм кисню, надлишкова 
продукція яких має токсичну дію і призводить до 
окиснювального пошкодження тканин та органів. 

Так надмірне посилення оксидативних реакцій 
може призводити до порушення архітектоніки 
мембран, а отже 1 до змін у функціонуванні клітин 
внаслідок окисних модифікацій ліпідів, нуклеїнових 
кислот та білків. 
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Для оцінки окисного ушкодження різних 
компонентів клітини доцільно визначити ступінь 
окиснення білків молекул. 

Результати проведених досліджень свідчать, про 
те, що вплив тривалої гіпохлоргідрії призводить до 
збільшення рівня окисно-модифікованих білків: вміст 
альдегід-дінітрофенілгідразонов і кетон- 
дінітрофенілгідразонов як нейтрального, так 1 
основного характеру в гепатоцитах дослідних груп 


лабораторних щурів був статистично достовірно 
вищим у порівнянні з контролем. 

Так, рівень нейтральних альдегідних (макс. 
абсорбції при 346 нм) 1 нейтральних кетонних (Е тах 
= 370 нм) продуктів в гепатоцитах збільшилася в 1,71 
і в 2,13 раз порівняно з контролем. За тих же умов 
експерименту кількість основних  альдегідних 
(максимум поглинання при 430 нм) і кетонних (Е тах 
= 530 нм) продуктів перевищувала ці показники у 
контрольних тварин у збільшено - в 2,15 раз та у 1,86 
разів відповідно (табл. 3). 


Таблиця 3. 
Вміст продуктів окисної модифікації білків у гепатоцитах щурів 
Досліджувальний Продукти Продукти 
параметр нейтрального характеру, основного характеру, 
Стан ум.од./мг білка ум.од./мг білка 
356 нм 370 нм 430 нм 530 нм 
Контроль 0,96--0,09 1,47+0,13 1,34+0,12 1,36+0,11 

Омепразол 1,65-50,15% 3,13+0,28* 2,88-50,22% 2,54+0,19* 

* - Р<0,05 у порівнянні з контролем. 
Література 


Збільшення рівня продуктів окисної модифікації 
білків в гепатоцитах щурів при довготривалій зниженій 
кислотності вказує на активацію вільнорадикальних 
процесів 1 розвиток окислювального стресу. Це можна 
пояснити тим, що при хронічному лікуванні 
омепразолом протонна помпа парієтальних клітин 
шлунка стабільно гальмується, що призводить до 
хіпохлоргідрії. Зміна кислотності шлунку (лужне рН) 
призводить до зниження бактерицидних функцій 
шлункового соку. Таким чином, можлива колонізація у 
шлунково-кишковому тракті умовно-патогенної 
мікрофлори, що є стабільним ендогенним джерелом 
інфекції. У зв'язку з розвитком патогенної та умовно- 
патогенної мікрофлори, може підсилюватись запалення 
викликане іншими екзо- чи ендогенними чинниками у 
шлунково-кишкового тракту 1 пов'язаних з ними 
органах, зокрема у печінці. 


ВИСНОВКИ 


За умов тривалої шлункової гіпохлоргідрії 
відбувається підвищення рівня високомолекулярних 
білків у печінці, що може вказувати на розвиток 
запалення, яке супроводжується розвитком 
оксидативного стресу у гепатоцитах, результатом 
якого є накопичення продуктів пероксидно окиснених 
білків. 

Продукти окисної модифікації протеїнів не в змозі 
виконувати звичайні функції відповідних білків. 
Більше того, у великих кількостях вони можуть бути 
небезпечними для клітин. Таким чином, з результатів 
нашого експерименту випливає, що використання 
інгібіторів протонної помпи, зокрема омепразолу, у 
лікуванні хворих повинні бути дуже обережними, 
особливо у випадку молодих пацієнтів та дітей. 
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ПЕРЕКИСНОЕ ОКИСЛЕНИЕ БЕЛКОВ ПЕЧЕНИ В УСЛОВИЯХ ГИПОАЦИДНОГО СОСТОЯНИЯ 
Бернык О.О., Савчук О.М., Дворщенко К.О., Берегова Т.В., Остапчеко Л.И. 


Исследованы процессы пероксидации в клетках печени крыс в условиях длительной гипохлоргидрии вызванной введением 
ингибитора протонной помпы омепразола. Установлено, что после 28 дневной гипоацидности желудочного сока изменяется 
количественное соотношение между фракциями протеинов. Выявлено повышение уровня пероксида водорода в клетках 
печени в условиях введения омепразола и значительное накопление продуктов окислительной модификации белков, что 
может быть следствием активации свободнорадикальных процессов в клетках, которые рассматривают как 
неспецифический механизм развития воспаления. Следовательно, показано статистически достоверное повышение 
медиатора острой фазы воспаления - С-реактивного белка. 


Ключевые слова: омепразол, гипохлоргидрия, гепатоциты, окислительная модификация белков, С-реактивный белок 


РЕВОХШАТТОМ ОЕ МУЕВ РВКОТЕІХ ОРОМ НУРОАСПУТУ 
Вегпук О.О., баусһик О.М., ВуогвһсһепКо К.О., Вегегоуа Т.У., Озіарспепко Г... 


Тһе ргосеѕѕеѕ об регохідайоп іп Пуег сеЦз ої гаіѕ проп Іопе-іегта Буроасідйу саизед Бу е іпітодисбїоп ої ргоїоп ритр іДбібіог 
отергаго!е. Еоџпа а айег 28 дау Буроас1АНу раѕігіс лисе срапее5 Ше ргорогіїоп Беїхуееп е ЁасНопз ргоешз. \е 4е(есіей 
іпсгеа5е ої пудгобеп регохіде іп Пуег сеП5 цадег сопдійоп5 об айтіпіѕігайоп ої отерга7ое ара а зібпійсапі асситшайоп ої 
ргодисіє ої охідайуе тодійсабоп ої ргоѓеіпѕ Шаг тау Бе џе {о асіїуайоп Вее-га@ са] ргосеѕѕеѕ іп се115, ү/һісһ аге гезагае4 аз 
поп-5ресійс тесһапіѕт об іпНапитайоп. ТБегеїоге, 1 і5 5ромуп ѕќайѕісаПу ѕірпійсапі іпсгеаве іп асще рһаве піедїаїог ої 
іпбаттабоп - С-геасйуе ргоет. 
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ВПЛИВ НИЗЬКОЧАСТОТНОГО УЛЬТРАЗВУКУ НА ЖИТТЄЗДАТНІСТЬ 
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Встановлено, що обробка ураженої мікроорганізмами кіноплівки ультразвуком низької частоти (22 кГц) в тетрахлоретилені 
(перхлоретилені) не призводить до втрати життєздатності мікроскопічних грибів-деструкторів фільмових матеріалів. 
Ультразвукові машини Е СІ/-2, призначені для кавітаційної очистки фільмових матеріалів від бруду та пилу, не є 
ефективними для знешкодження біодеструкторів кінодокументів. 


Ключові слова: мікроскопічні гриби-деструктори, кіноплівка, низькочастотний ультразвук 


ВСТУП 


В сучасному світі аудіовізуальні документи 
(фото-, кіно-, відеодокументи) виступають в кількох 
рівноправних якостях: документ, історичне джерело, 
джерело інформації, продукт виробнично-технічної 
діяльності (технічного прогресу) та твір мистецтва. 
Така багатогранність обумовлює відповідне 
відношення до аудіовізуальних документів в процесі 
1х використання, збирання (комплектування) та 
забезпечення збереження як архівних об'єктів [8, 13, 
24). Більшість фільмових матеріалів, які зберігаються 
у архівосховищах кінофотодокументів, мають такі 
органічні складові, як ефіро-целюлозна підложка та 
желатиновий (емульсійний) шар з компонентами, що 
створюють чорно-біле або кольорове зображення [6, 
9, 13, 21, 23].Обидва шари можуть піддаватися 


пошкодженню мікроорганізмами, зокрема 
мікроскопічними грибами - визнаними 
найпотужнішими деструкторами різноманітних 


виробів та матеріалів |4, 20, 14, 27, 29]. На 
пошкоджених кіноплівках виявлено мікроскопічні 


гриби родів Астетотит, АПетпама, АзрегеШиб, 
Сраєїотійт,  Сіадозрогійт, Мисоғ РепісіШит, 
Угетійит, а також  Усориіагіорзіз | Ргеуісації5, 


АѕрегеШиѕ пісек, АигеБаѕійіит риПиіапѕ, РаесПотусев 
уапіоїй та ін. Оскільки деструктивну дію мікроміцети 
здійснюють за рахунок розростання міцелію та 
завдяки здатності синтезувати ендо- та 
екзометаболіти (ферменти, органічні кислоти, 
пігменти), їх розвиток на фільмових матеріалах може 
призвести до повної втрати таких об'єктів 
збереження, як аудіовізуальні документи [2, 7, 16, 26 
28]. З огляду на особливість структури кіноплівок 
існують суворі обмеження щодо застосування 
хімічних препаратів в процесах їх дезінфекційної 


обробки, реставрації та консервації. Речовини, які 
використовуються для вказаних процесів, поряд з 
високою антигрибною активністю не повинні 
негативно впливати на якість зображення, фізико- 
хімічні властивості матеріалів та бути небезпечними 
для працівників архівосховищ кінофотодокументів [2, 
7, 13]. Перелік цих сполук в Україні регламентується 
ГСТУ 55.003-2003 [9] та включає параформ 
(полімерізований формальдегід), 1%-ний розчин 
формальдегіду, 5 %-ний розчин оксіхіноліну чи 
оксідифенілу. На особливу увагу заслуговує такий 
аспект, як високі адаптивні можливості 
мікроскопічних грибів, тобто їх здатність до 
утворення стійких форм щодо багатьох існуючих 
фунгіцидів та їх дозування [18, 20]. Отже, питання 
пошуку ефективних засобів знешкодження 
мікроорганізмів-деструкторів фільмових матеріалів є 
актуальними та потребують проведення відповідних 
досліджень. 

З огляду на те, що сьогодні в світі високі 
технології стають ключовими елементами всіх 
аспектів безпеки, спеціалістами в області технічної та 
медичної мікробіології та мікології активно 
проводяться вивчення дії високоінтенсивних фізичних 
факторів, що протидіють процесам контамінації 
мікроорганізмами виробів та матеріалів (насамперед, 
мікроскопічними грибами) [11, 12). Серед таких 
факторів окремим рядком відокремлюється вплив 
ультразвуку на біологічні системи. Відомо, що 
ультразвук (УЗ) - це пружні коливання та хвилі, 
частота яких перевищує 15-20 кГц. Область 
ультразвукових коливань розподіляють на три 
підобласті: низькі (15-100 кГц), середні (100 - 1000 
кГц) та високі ультразвукові частоти (1000 – 1000-10? 
кГц). При розповсюдженні ультразвукових хвиль в 
рідині виникають явища ультразвукової кавітації. 
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Фізичні процеси, які супроводжують явище 
акустичної кавітації, обумовлюють цілий ряд ефектів 
в біологічних системах, зокрема мікровібрації на 
клітинному 1 субклітинному рівнях; руйнування 
біомакромолекул; перебудову 1 | ушкодження 
біологічних мембран, зміну проникності мембран; 
теплові дії; руйнування клітин і мікроорганізмів. 
Вказані процеси залежать від потужності та частоти 
УЗ і спостерігаються в інтенсивних ультразвукових 
полях. Аналіз літератури свідчить, що для досягнення 
позитивних результатів в напрямку ультразвукової 
дезинтеграції клітин мікроорганізмів (цидної дії) або 
стерилізуючого ефекту щодо матеріалів, доцільно 
застосовувати ультразвукові хвилі частотою більше 
за 800 кГц [1, 3, 5, 10]. Рядом авторів, які 


досліджували дю УЗ на мікроскопічні гриби 
Авреғо Шив пісек, АПегпагіа аПпегпаїе, Сһаеіотіит 
сіоБовит, Еиѕағіит топіїйогте, РетсИйит 


сйгубовепит (активних деструкторів різноманітних 
виробів та матеріалів, а також збудників захворювань 
людини) встановлено, що  інгібуювання титру 
колонієутворюючих одиниць у Кизагійт топ окте 
та Авреке Шив теег1 Сһаеіотіит єЇобозит становило 
83% та 100% відповідно за умов застосування УЗ з 
частотою коливань 2,5 МГц  (2500кГц) (час 
озвучування 10 хв.) [11, 12]. Співробітниками 
Російського державного архіву кінофотодокументів 
(м. Красногорск) як один із ефективних етапів 


знешкодження мікроміцетів-пошкоджувачів 
кіноплівки | практикується обробка | фільмових 
матеріалів, уражених мікроскопічними грибами, 


низькочастотним ультразвуком в перхлоретилені 
[13]. Вказаний процес здійснюється в спеціальних 
ультразвукових машинах, які знайшли широкого 
застосування в практиці  кавітаційної очистки 
фільмових матеріалів від бруду та частинок пилу (як 
очисну рідину, що заливається в ультразвукову ванну, 


використовують  гексафторзтилен,  перхлорзтилен, 
1,1,1-трихлорэтан та ін.). 
Метою даної роботи було визначення 


життєздатності мікроскопічних грибів-деструкторів 
фільмових матеріалів після обробки кіноплівок 
низькочастотним ультразвуком. 


МАТЕРІАЛИ І МЕТОДИ 


Матеріалами досліджень слугували зразки 
кіноплівок з різним ступенем пошкодження, що 
зберігаються у фільмосховищах Національного 
центру Олександра Довженка, м. Київ (надалі 
Центру): кольорові та чорно-білі позитивні, негативні 
кіноплівки шириною 35 мм (ділянки із зображенням 
та без зображення (захисний ракорд). Обробка 
кіноплівок здійснювалась співробітниками Центру в 
ультразвуковій машині Е СО-2 ЕШиз сІеапег (ПТК 
ТЛиазопіс зубет, Польща). Частота ультразвукових 
коливань — 22 кГц. Ультразвукова ванна 
заповнювалась очисною рідиною, якою слугував 
розчин тетрахлоретилену (перхлоетилену). Проби для 


мікологічного аналізу відбирали безпосередньо після 
ультразвукової обробки. Всього досліджено 34 проби 
фільмових матеріалів. Ступінь пошкодження 
кіноплівок оцінювали у відповідності до ГСТУ 
55.003- 2003 [9] з використанням бінокулярного 
мікроскопу МБС-10. В роботі по відбору проб 
дотримувались правил асептики, Вилучення 
мікроорганізмів з пошкоджених фільмових матеріалів 
здійснювали з використанням методів відбитків, 
змиву та накопичувальної культури [15]. При 
дослідженні застосовували стандартни живильні 
середовища — агаризоване середовище Чапека-Докса, 
сусло-агар, картопляно-глюкозний агар, середовище 
Сабуро. Культивування здійснювали при температур 
24-28°С с періодичним спостереженням впродовж 30 
діб. Ідентифікацію чистих культур мікроскопічних 
грибів проводили з використанням відповідних 
визначників [17, 19]. 


РЕЗУЛЬТАТИ ТА ЇХ ОБГОВОРЕННЯ 


Візуально на поверхні триацетатної основи та 
желатинового шару обстежених кіноплівок 
констатували наявність добре помітних великих 
плямистих утворень, які спотворюють не тільки 
зображення на кіноплівках, але 1 ділянки плівки, де 
зображення відсутнє. Вказані утворення мають вигляд 
світло-білих патьоків, а також невеликих 
плямистостей правильної форми з концентрацією 
білого кольору в центрі. Гіфи мікроскопічних грибів 
практично наскрізь пронизують желатиновийй шар 
плівки (рис.1). Зразки пошкодженої кіноплівки, 
розміщені на твердих поживних середовищах (метод 
накопичувальної культури), повністю обростали 
характерними колоніями мікроскопічних грибів (рис. 
2), які в подальшому ізолювали в чисті культури та 
ідентифікували. Всього вилучено 14 видів 
мікроміцетів, серед яких переважали С/айоѕроғіит 
ћеграғит та Авреке Шив уетзісоїог. 

В результат проведених нами досліджень 
встановлено, що після обробки кіноплівок УЗ низької 
частоти (22 кГц) в тетрахлоретилені (перхлоетилені) 
мікроскопічні гриби не втрачають своєї 
життєздатності (таблиця, рис. 3, 4). Як свідчать 
отримані нами результати (таблиця), деякі види 
мікроміцетів (Сраеютит ѕр,. РепісіШит зр. 66) не 
були виявлені нами в зразках кіноплівок після 
обробки ультразвуком. Вважаємо, що даний факт 
пов'язаний із тим, що спори або фрагменти міцелію 
цих грибів знаходились, ймовірно, в складі 
забруднень (пил, жирові плями, тощо) на поверхні 
фільмових матеріалів та були видалені в процесі 
кавітаційної очистки кіноплівок в ультразвуковій 
машині Е СО-2. 

Дослідження, проведені рядом авторів щодо 
впливу низькочастотного УЗ на клітини різних 
мікроорганізмів свідчать, що, наприклад, експозиція 
1-3 хвилини не тільки не призводить до зменшення 
здатності | розмножуватися у різних штамів 
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стафілококів під впливом ультразвукових коливань 
частотою 20 кГц, а в деяких випадках навіть 


стимулює цей процес. Час озвучування 5-10 хв.також 


не призводив до ефектів, які б достовірно різнились 
від контрольних варіантів експериментів [23]. 


Рис. 1. Пошкодження зразків кольорової кіноплівки 


міцелій мікроскопічних грибів 


(збільшення х 28) 


Рис. 2. Обростання зразків кольорової кіноплівки грибами на поживному середовищі. 
А - АПегпагіа аПегпайа, АѕрегеШиѕ уегѕісоіог, 
спороутворювальні бактерії ВасШиз зр. Б - Репісі Шит ѕр., Азрегейиз уегясоог 


Ж 
л 


ина 


ЫМ 
х 


грибами РаесЙотусеѕ уагіоій (А) та Репісіййит өр. (Б) 


СІааоѕроғіит һеғрағит, ЕирепісШіит ур. Мусейа ѕіегіа, 


Таблиця 


Мікроскопічні гриби, ізольовані з кольорової та чорно-білої кіноплівок 


Типи плівок, що 
досліджувались 


Результати мікологічного аналізу 


до обробки кіноплівок УЗ 


після обробки кіноплівок 
УЗ 


Кольорові позитивні 
(ділянки 1з 
зображенням) 


АПетагіа аПегпайа (Ет.) Кеія5і. 
Аѕрегеіиѕ уегясо[ог (Уи Ш.) Тітаб. 
Сіадоврогійт йегфагит (Регѕ.) лак 
Сһаеіотіит ӛр. 

РепісіШит аиғапһовтізеит Ріегскх 


АПетпагіа айегпаіа 
Аврегейиз уегѕісоіоғ 
Сіадоврогійт һеғБағит 
Репісі Шит аийгапіїоягізент 


Кольорові позитивні 
(захисні ракорди) 


Зсориіагіорвіз Бтемсаийх (Засс.) Ваіпіег 
Сіадоврогійт Пегбагит (Регѕ.) лак 
Репісі Шит зр. 66 


Усориїіагіорзіз Әгеуісашів 
Сіадоврогійт һеғБағит 
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Кондратюк Т.О. 


Кольорові негативні 


Мусейа ѕіегііа 
РепісіШит зр. 11 


АПетагіа айетаіа (Ет.) Ке1ѕ1. 
Астетотит ѕігісіит №. Сатѕ 
АѕрегеШиѕ осһғасеиѕ С. МЛІЇВ. 
АзрегеШиз уегѕісоіоғ (УШ) Тігаб. 
СІайоѕроғіит йегфагит (Регѕ.) лак 


АПетпагіа аПекпайа 
Асғетопіит ѕіғісіит 
Аѕрегеіиѕ осһғасеиѕ 
Аѕрегеіиѕ үегѕісоіоғ 
СІааоѕроғіит һеғБағит 
Мусейа мета 
РепісіШит зр. 11 


Чорно-білі негативні 


РепісіШит зр. 7 


Астетотит ѕігісіит №. Сатѕ 
Аѕрегеіиѕ уегѕісоіог (Уч .) Тітаб. 
Сіадоврогіит 5рйаегозрегтит Реп. 


Астетотит ѕіғісіит 
Аѕрегеіиѕ үегѕісоіоғ 
СІайоѕрогіит ѕрһаегоѕреғтит 
РепісіШит зр. 


Чорно-білий позитивні 


СІайоѕроғіит ћеғБагит(Регѕ.) ак 
РаесйЙотусев уагіойі Ваітет 
Репісі Шит уеггисоѕит Юіегскх 

(Лосіадїит аПетпатае (СооКке) Е.С. Ѕіттопѕ 


Сіадоврогійт һеғБағит 
Раєсійотусез уагіопі 
РепісіШит уеггисобит 
(Лосіаййит аПетпагіає 


Рис. 3. Обростання зразків кольорової кіноплівки грибами (А — АзрегеШиз уегзісоіоғ, АПетатіа аПегпаша, 


СІайоѕротіит һепрағит, Б – ЕирешсИЙит зр.) та спороутворювальними бактеріями (Б) після обробки уль 


развуком 


Рис. 4. Міцелій грибів (А - С/ааоѕрогіит йетфагит, Б - Усориіагіор5із БгемсаиЙ5) на зразках кіноплівки, яка 
піддавалася дії низькочастотного ультразвуку ( (збільшення х 28) 


Руйнація клітин у дріжджів 0 5асспаготусе5 
сегеуізіає (50% від початкової кількості) під впливом 
УЗ частотою 22 кГц може відбуватися за умов 10-ти 
хвилинної експозиції [5]. Необхідно зазначити, що 
термін ультразвукової обробки одного 300-метрового 


рулону досліджених нами кіноплівок складає не 
більше семи хвилин, а отже час озвучування кожного 
кадру з рулону кіноплівки - кілька секунд. 
Враховуюч дані літератури щодо частоти 
ультразвукових коливань та терміну озвучування, 
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необхідних для дезинтеграції клітин мікроорганізмів, 
досягнення біоцидного або стерилізуючого ефектів 
П, 3, 5, 10-12], за позитивний ефект від 
ультразвукового чищення поверхні  фільмових 
матеріалів можна вважати тільки ситуацію, коли за 
рахунок кавітаційних процесів разом із механічними 
чи органічними забрудненнями з поверхні кіноплівки 
видаляються міцеліальні та спороносні структури 
мікроскопічних грибів. Однак, у разі розвитку 
мікроорганізмів в середині емульсійного шару або 
триацетатцелюлозної основи фільмових матеріалів, 
обробки низькочастотним ультразвуком (22 кГц) з 
терміном експозиції в декілька секунд недостатньо 
для досягнення дезінфекційного ефекту. 3 
урахуванням загальновідомих даних про те, що 
поверхневі забруднення матеріалів сприяють розвитку 
на них біопошкоджувачів, в ряді випадків очищення 
кіноплівок за допомогою ультразвуку може, по- 
перше, попередити розвиток мікроорганізмів за умов 
їх зберігання при нормативних показниках 
температури 1 вологості. По-друге, ультразвукова 
очистка, ймовірно, може також передувати 
дезінфекційній обробці. Однак дане положення щодо 
мікроскопічних грибів має бути перевірено 
експериментально, оскільки базується на даних 
літературних джерел про виникнення синергічного 
ефекту дії у разі застосування ультразвуку разом 1з 
дезінфектантами проти бактерій [23]. 


ВИСНОВКИ 


З пошкодженої кіноплівки вилучено 14 видів 
мікроміцетів, серед яких переважали С/айоѕроғіит 
ЛегБағит, Авреке Іш уегѕісоіог. 

Обробка ураженої мікроорганізмами кіноплівки 
ультразвуком низької частоти (22 кГц) в 
тетрахлоретилені (перхлоретилені) не призводить до 
втрати | життєздатності мікроскопічних грибів- 
деструкторів фільмових матеріалів. Ультразвукові 
машини Е СО-2, призначені для кавітаційної очистки 
фільмових матеріалів від бруду та пилу, не є 
ефективними для знешкодження біодеструкторів 
кінодокументів. 

Автор висловлює щиру подяку інженеру 
Волковій Г.М. за технічну допомогу при виконанні 
досліджень. 
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ЖИЗНЕСПОСОБНОСТЬ МИКРОСКОПИЧЕСКИХ 


Установлено, что оброботка поврежденной микроорганизмами кинопленки ультразвуком низкой частоты (22 кГц) в 
тетрахлорэтилене (перхлорэтилене) не приводит к утрате жизнеспособности микроскопических грибов-деструкторов 
фильмовых материалов. Ультразвуковые машины Е СО-2, предназначенные для кавитационной очистки фильмовых 
материалов от загрязнений и пыли, не являются эффективными для уничтожения биодеструкторов кинодокументов 


Ключевые слова: микроскопические грибы-деструкторы, кинопленка, низкочастотный ультразвук 


ІМЕІДГЕМСЕ ОЕ ТНЕ ГОУУ-ЕКЕОГЕКСҮ ОГТКАЗООМО ОМ ТНЕ УТАШМТУ ОЕ МІСКОЅСОРІС ЕОМС1- 
рЕЅТКОСТОКЅ ОЕ СІМЕЕП М 


Копагаїуик Т.О. 


Тгеайтепі ої сіпећіт датареа Бу пісгоограпізтя Бу Іом-Їгедцепсу шігаѕоџпа (22 КН.) іп ќеігасһогоећуІепе 
(регсШогоећуІепе) 40е$ пої таке іаЙцепсе оп Ше уцаШу оЁ тісгоѕсоріс Әшгі-девігісіюів ої ће Біт шаепа[5. 
Тһе иНгазошс деу1се Е СО-2 аввіспей бог сауйайоп гейпетепі ої біт шаепа|$ Кот 415 апа (ігі боцлад іо Бе пої еНесйуе бог 
Кп бБіодезігисіого ої ће сілейіп 
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Сорбіт адсорбовано на поверхні високодисперсних кремнеземів, попередньо модифікованих ди- та триметилсілільними 
групами. Біологічну активність модифікованих кремнеземів відносно гамет биків вивчали методом фотон-кореляційної 
спектроскопії, аналізуючи параметри руху клітин. Додавання гідрофільних кремнеземів - А-300 та А-200 до середовищ з 
клітинами збільшує їх життєздатність. Біологічна активність частково гідрофобних метилкремнеземів майже не 
відрізняється від гідрофільних, за виключенням кремнеземів, з великою ступінню заміщення поверхневих гідроксильних 
груп. Адсорбція сорбіту на поверхні частково гідрофобних кремнеземів суттєво не змінює їх біологічної активності щодо 


бичачих сперматозоїдів. 


Ключові слова: кремнезем, метил кремнезем, сорбіт, адсорбція, біологічна активність, бичачі сперматозоїди. 


ВСТУП 


Збереження генофонду вимираючих видів тварин 
є актуальною проблемою. Триває постійний пошук 
способів оптимізації умов зберігання та ефективного 
застосування репродуктивних клітин. 


Дані [1] свідчать про перспективність 
використання кремнезему в кріосередовищах для 
репродуктивних клітин. | Пірогенний високо- 


дисперсний кремнезем (ВДК), поверхне-вий шар 
якого складається з великої кількості гідроксильних 
груп, має високу сорбційну здатність щодо різних 
молекул. Завдяки цьому він являється перспективним 
носієм для створення на його основі іммобілізованих 
препаратів, або нанокомпозитів |2). Крім того, ВДК 
широко використовується як допоміжний лікувальний 
засіб в медичній практиці. 

Значний інтерес для дослідження представляє 
біологічна активність (БА) високодисперсних 
кремнеземів, модифікованих ДИ- та 
триметилсілільними групами, оскільки, відомо, що 
метилкремнеземи, на відміну від кремнеземів з 
гідрофільною поверхнею, є практично не токсичними 
при всіх степенях модифікування [3]. З іншого боку, є 
дані про можливість використання в кріосередовищах 
кремнеземів, модифікованих вуглеводами [4]. 
Зокрема, адсорбція сорбіту на кремнеземі може 
підвищити біосумісність кремнеземів з суспензією 
репродуктивних клітин, а відповідно і їх БА, оскільки 
сорбіт належить до ряду багатотоатомних спиртів, які 
відзначаються кріозахисними властивостями [5]. Тому 
в роботі було досліджено вплив адсорбції сорбіту на 
частково гідрофобізованих кремнеземах на їх БА. В 
дослідженні БА різних препаратів щодо рухливих 


клітин, і, зокрема, сперматозоїдів тварин, відмінно 
зарекомендував себе метод  фотон-кореляційної 
спектроскопії (ФКС) [6-9]. За допомогою нього можна 
визначити параметри руху клітин (циклічну частоту 
обертання, швидкість, відсоток рухливих клітин) та 
оцінити їх зміну під впливом досліджуваних 
матеріалів. Тому в даній роботі БА кремнеземів 
оцінювали методом ФКС по параметрах руху 
сперматозоїдів. 


МАТЕРІАЛИ І МЕТОДИ 
В якост тестових клітин використали 
розморожену після низькотемпературного 


заморожування в стандартному  лактозо-гліцерин- 
жовтковому  кріосередовищі сперму биків, яку 
доставляли із “Спермобанку” (Київська обл.) В 
дослідах використовували аморфні кремнеземи з 
питомою поверхнею 300 м2/г та 200 м2/г (А-300, 
А-200) (м.Калуш Івано-Франківської обл.). 

Пірогенний кремнезем А-200 було модифіковано 
метилхлорсиланами. Процес хімічного модифікування 
здійснювали в реакторі з перемішуванням з 
урахуванням умов перебігу поверхневих хімічних 
реакцій диметил- 1 триметилсилілювання, 
узагальнених в [10], при 300°С протягом однієї 
години. Підготовку поверхні А-200 проводили при 
200°С в сушильній шафі, а після модифікування 
здійснювали прогрів зразків у струмені сухого повітря 
при 180°С з метою видалення з поверхні залишку 
модифікаторів, які не прореагували, та продуктів 
хімічних реакцій. Тривалість кожної з двох останніх 
операцій складала дві години. 
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Під час проведення експериментів ступінь 
заміщення силанольних груп на метилсилільні 
регулювали кількістю введеного модифікатора 1 
контролювали методом інфрачервоної спектроскопії. 
ІЧ спектри реєстрували за допомогою 
спектрофотометра “Зресог4 М-80". Маса таблеток 
кремнезему, спресованих при 50 кгс/см”, складала 
(30,0--0,5) мг. 

Адсорбцію  поліолів проводили в статичних 
умовах при кімнатній температурі. З цією метою у 
пробірки поміщали наважки ВДК по 100 мг, потім 
добавляли по 10мл розчину полюлу 1 суміш 
перемішували. Через 0,5 години її центрифугували 
при 4000 об/хв протягом 15 хвилин. Величину 
адсорбції визначали за різницею концентрацій 
поліолу в розчині до та після взаємодії з кремнеземом, 
як описано в [11]. Концентрацію сорбіту визначали 
калориметричним методом, використовуючи 
фотокалориметр (КФК-2). Отримані результати 
порівнювали з калібрувальною кривою і знаходили 
кінцеву концентрацію сорбіту в розчині. 

Кріоконсервовану сперму биків розморожували в 
2,9 % розчині цитрату натрію (рН=7) при температурі 
37°С. Готували серію проб з суспензією 
репродуктивних клітин та досліджуваними 
кремнеземами, як! додавали до суспензий в 
концентращях 2х10°% - 6х101%. Об'єм кожної 
проби становив 600 мкл. Контролем була клітинна 
суспензія, без домішок досліджуваних матеріалів. 
В'язкість клітинних середовищ, контрольного - без 
кремнезему, та з добавками кремнезему в 
концентраціях 0,01, 0,006, 0,0004 %, вимірювали за 
допомогою капілярного в1скозиметра Освальда ВПЖ- 
4 як описано в [12]. 

Вимірювання біологічної активності проводили 
методом фотон-кореляційної спектроскопії (ФКС), в 
основі якого лежить реєстрація доплерівського зсуву 


частоти, який виникає в результаті розсіювання 
лазерного світла на рухливій частинці, 
використовуючи  програмно-апаратний комплекс 


“бресітоіаһө” [13]. При цьому, клітинну суспензію 
освітлювали лазерним пучком діаметром 500 мкм, 
довжиною хвилі 632,8 нм та потужністю - 0,2 мВт. 
Під час вимірювання в кювет автоматично 
підтримувалася температура 37°С. Фотодетектор 
реєстрував світло, розсіяне під кутом 15°С, оскільки в 
роботах [14] продемонстровано, що він є 
оптимальним кутом для вивчення таких об'єктів, як 
сперматозоїди биків. Характеристикою розсіяного 
клітинами світла була виміряна  корелометром 
комбінована автокореляційна функція (АКФ), яка 
складалась з АКФ для рухливих та нерухливих 
сперматозоїдів. В якості модельної функції, яка добре 
узгоджувалась З експериментальною АКФ, 
використовували суму двох функцій: функції Лоренца 
- для живих клітин, та повільно спадаючої 
поліноміальної функції для мертвих клітин [14]. 
Швидко спадаюча компонента АКФ несла 
інформацію про частоту обертання головки 
сперматозоїда о (гц), повільно спадаюча - про долю 


рухливих клітин В (%). Похибка методу не 
перевищувала 1%. Експериментально одержані 
корелограми апроксимувались модельною формою 
кореляційної функції по методу найменших квадратів 
шляхом варіації В та о. Середню швидкість руху в 
групі клітин У (мкм/с) розраховували по формулі: 

Ү= 0+1, (1) 

де 1 - крок спіралі, для бичачих сперматозоїдів 
рівний 8,3 мкм., Прийнявши, що енерговитрати 
клітини Е (ум.од.) на рух у в'язкому середовищі 
пропорційні потужності рухливої клітини [15], цей 
параметр розраховували за формулою: 

А=бл-п-г./*. В (2) 

де т - коефіцієнт в'язкості середовища з 
репродуктивними клітинами бика, г - радіус клітини, 
У - швидкість руху. При розрахунку енерговитрат 
клітинної популяції враховували долю рухливих 
клітин у суспензії. 

На дослідження серії клітинних суспензій з 
різними концентраціями досліджуваних матеріалів 


витрачали близько 1 | години. Вимірювання 
повторювали щонайменше доти, поки клітини 
контрольного середовища не загинули. Оскільки 


активність клітинної популяції протягом часу 
вимірювання зменшувалась, то параметри руху клітин 
в дослідних та контрольних пробах порівнювали, 
враховуючи це зниження. З цією метою параметри 
руху контрольної суспензії клітин вимірювали на 
початку (Хр) і в кінці - ( Х,,) серії досліджень 
суспензії з різними концентраціями досліджуваних 
матеріалів. Значення відповідного параметру ( Х ), в 
якому враховано зниження активності сперматозоїдів 


протягом часу вимірювання, розраховували за 
формулою: 

Х =Х, +АХ -1, (1) 

де Х, - значення параметру, виміряне під час 


експерименту, АХ - величина зменшення відповідного 
параметру в результаті зниження активності клітин, 
і - порядковий номер досліду з досліджуваною 
суспензією клітин. Величину АХ розраховували за 
формулою: 


Хин = Х 
кі к? 
АХ- р (2) 
п 
де П - кількість інтервалів часу між цими 
вимірюваннями. 


Одним з параметрів, який використали для оцінки 
біологічної активності досліджуваних матеріалів - 
сумарне значення енерговират клітин, яке 
розраховували шляхом додавання значень, виміряних 
протягом експерименту: 


Е = Е.Е тат) 


сум.е. 
де | - порядковий номер виміру параметрів руху 
суспензії сперматозоїдів з певною концентрацією 
ВДК. Сумарні енерговитрати Е сум.е. розраховували 
окремо для кожної досліджуваної концентрації 
кремнеземів і для контрольного середовища. Для 


ДОСЛІДЖЕННЯ БІОЛОГІЧНОЇ АКТИВНОСТІ КРЕМНЕЗЕМІВ, МОДИФІКОВАНИХ ДИ- 101 
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порівняння різних експериментів результати 
представляли у вигляді відношень виміряних 
параметрів руху для суспензії клітин з 


досліджуваними матеріалами до відповідних значень 
для контрольної суспензії. (Есум.е./Есум.к., Уе/Үк, 


Ве/Вк) 
РЕЗУЛЬТАТИ ТА ЇХ ОБГОВОРЕННЯ 


а) Хімічне модифікування пірогенного 
кремнезему метилхлорсиланами. ІЧ спектри деяких 
зразків, одержаних хімічним модифікуванням А-200 
диметилдихлор- і триметилхлорсиланом (ДМДХС 1 
ТМХС, відповідно) зображено на рис. 1. 
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Рис.1.1Ч-спектри немодифікованого (1) та модифікованого 
ДМДХС (2, 3) 1 ТМХС (4) кремнеземів (ступені заміщення 
силанольних груп: 2 - 0,25 (АМД-0,2); 3 - 0,38 (АМД-0,4); 4 
— 0,35 (АМТ-0,4), відповідно) 


В усіх випадках при модифікуванні 
спостерігались зменшення інтенсивності смуги 
поглинання з максимумом в області 3745-3750 см" 
(валентні коливання гідроксильних груп) 1 поява смуг 
поглинання з максимумами в області 2980-2990 см" 
(валентні коливання метильних груп), що підтверджує 
перебіг хімічних реакцій на поверхні за участю 
вільних гідроксилів. 

Виходячи з літературних даних [10,16], перебіг 


процесу метилсилілювання відбувається за 
механізмом електрофільного заміщення протона в 
ізольованій силанольній групі поверхні ВДК. У 
нашому випадку уявляється найбільш імовірною 
наступна схема взаємодії ДМДХС і ТМХС з 
поверхнею А-200: 
х 
СІ С 
СНз 
н к 9 1 
Би н | СНз Рец чи 
СНз 
Ш- т=3009С | 
бі -НСІ бі 
о | то ог | То 
Тая | р Тя” рр 
жн вы тты “ 


Х = СІ (ДМДХС) або СН; (ТМХС) 


б) Адсорбція сорбіту на метилкремнеземах. 
Ізотерми адсорбції сорбіту на кремнеземах 
модифікованих ди- та триметилсілільними групами, 
які представлені на рис. 2, за класифікацією Джайлса 
[17] належать до типу 33, як і для адсорбції поліолу на 
А-300. 


ммоль/г 


0 10 20 30 40 50 


Ср, ммоль/л 


Рис. 2. Ізотерми адсорбції сорбіту на, АМД-0,2 - (1), АМД- 
0,4 – (2) та на АМТ-0,4 - (3) 


Відомо [17], що 5-тип ізотерм адсорбції може 
мати місце у випадку сильної взаємодії між 
молекулами адсорбату чи молекул адсорбату з 
молекулами розчиннику. Вірогідно, що в даному 
випадку такий тип ізотерми зумовлений взаємодією 
молекул сорбіту з водою [18]. Можливо, саме завдяки 
конкуруючій адсорбції молекул сорбіту та води на 
ВДК, адсорбція сорбіту починається при вищих 
концентраціях. Відомо, що сорбіт, як 1 сам кремнезем, 
використовують в харчовій промисловості при 
зберіганні продуктів в умовах низьких температур, 
завдяки його вологоутримуючій здатності [2,5]. Тому, 
ймовірно, при досягненні вище вказаної концентрації 
майже всі молекули води під впливом поліолу входять 
до його водної оболонки. Тоді взаємодія між 
структурованою таким чином водою та поверхнею 
кремнезему зменшується в порівнянні з початковою 
стадією цього процесу, що і призводить до адсорбції 
молекул сорбіту.  Перегин ізотерм, ймовірно, 
пов'язаний з утворенням  моношару сорбіту на 
поверхні кремнезему. Зрозуміло, що питома площа 
досліджених  метилкремнеземів зі збільшенням 
гідрофобізації зменшується. Судячи з ізотерм, 
представлених на рис.2, можна зробити висновок, що 
зі збільшенням ступеню гідрофобізації поверхні А- 
200 - адсорбція дещо збільшується. Отже, часткова 
гідрофобізація поверхні кремнезему не призводить до 
погіршення адсорбції сорбіту на ній, а навіть навпаки 
- сприяє кращій адсорбції сорбіту. 


в) ФКС дослідження кремнеземів, 
модифікованих ди- та триметилсілільними 
групами. Додавання до клітинного середовища 


кремнеземів А-300 1 А-200 привело до підвищення 
значень всіх параметрів руху клітин порівняно з 
контролем. На рис.3 представлен відношення 
сумарної енергії клітин в присутності досліджуваних 
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матеріалів до сумарної енергії клітин в контрольному 
середовищі, розраховані для кожної концентрацій 
досліджуваних препаратів. Було пораховано відносні 
збільшення швидкості та відсотку рухливих 
репродуктивних клітин биків під дією кремнеземів, 
виміряних протягом експерименту. 

2,5 


№ 


Есум.е./Есум.к. 
> [1 


Есум.е./Есум.к. 


Кее 


Рис.3. Залежність відношення Есум.е./Есум.к. від 
концентрації препарату в середовищі із деконсервованою 
спермою бика. Есум.е./Есум.к. (1 – для А-300, 2 - А-200 (а), 
1 АМД – 0,2,2 - АМТ ~ 0,4 (6)) 


З рис.За видно, що величина Есум.е./Есум.к. для 
обох кремнеземів з гідрофільною поверхнею (А-200, 
А-300) практично співпадає, що вказує на те, що зміна 
питомої поверхні ВДК на 100 м'/г суттєво не змінює 
його БА щодо бичачих сперматозоїдів. Присутність в 
клітинному середовищі метилкремнезему АМД-0,2 


спричинила значне збільшення відсотку рухливих 
клітин, а також їх енергії, хоча швидкість протягом 
першої години експерименту частково зменшилась 
(таб.1). При цьому величина Есум.е./Есум.к. досягала 
1,8 (рис.3). 

Оскільки кремнеземи, модифіковані ди- та 
триметилсілільними групами, при всіх ступенях 
модифікування е нетоксичними, на відміну від 
гідрофільного кремнезему, то цей факт свідчить про 
переваги використання таких  кремнеземів в 
кріосередовищах для репродуктивних клітин. При 
додаванні АМТ-0,4 до середовища з клітинами 
виявлено, що він практично не проявляє стимулюючої 
дії на гамети биків, а швидче навіть пригнічує їх 
функціонування (рис.3, таб.2). Отже, при більшій 
ступені гідрофобізації поверхні ВДК, зокрема, коли 
ступінь заміщення ОН груп становить 0,4 (АМТ-0,4), 
його присутність в суспензії репродуктивних клітин 
биків, пригнічує життєздатність останніх. 

Таблиця 1. 
Відносне збільшення швидкості (Ме/Ук) та проценту 
рухливих гамет биків (Ве/Вк) під дією метилкремнезему 
АМД-0,2, в порівнянні з контролем, розраховані для кожної 
години експерименту 


Ме / Ук Ве / Вк 

С,% / 1, год. 1 2 1 2 
0,000002 | 0,62 | 0,84 | 1,59 | 1,02 
0,00001 0,76 | 1,15 | 1,34 | 4,06 
0,00004 0,84 | 1,54 | 1,60 | 2,76 
0,00015 0,86 | 2,22 | 1,78 | 3,31 
0,0006 0,86 | 2,55 | 2,21 | 4,79 
0,002 0,90 | 3,32 | 1,57 | 5,53 
0,01 0,81 | 4,44 | 1,94 | 5,19 
0,04 0,82 | 5,91 | 1,53 | 5,73 
0,15 0,65 | 4,03 | 1,44 | 4,67 
0,6 0,58 | 4,20 | 1,22 | 4,34 

Таблиця 2. 


Відносні збільшення швидкості (Уе/Үк) та відсотку рухливих гамет биків (Ве/Вк) під дією метилкремнезему 
АМТ-0,4, в порівнянні з контролем, розраховані для кожної години експерименту 


Уе/ УК Ве / Вк 
С,% /ь год. 1 2 3 4 5 1 2 3 4 5 

0,000001 | 0,80 | 0,06 | 1,20 | 0,92 | 2,16 | 0,76 | 0,37 | 0,37 | 0,29 | 0,87 
0,000005 | 0,84 | 0,27 | 0,92 | 1,06 | 2,52 | 0,72 | 0,51 | 0,33 | 0,61 | 1,94 
0,00002 0,84 | 1,07 | 1,03 | 1,15 | 2,04 | 0,80 | 0,64 | 0,45 | 0,55 | 1,81 
0,000075 | 0,83 | 1,02 | 1,14 | 1,11 | 3,06 | 0,77 | 0,85 | 0,36 | 0,70 | 2,72 
0,0003 0,85 | 0,98 | 1,12 | 0,91 | 3,50 | 0,83 | 0,95 | 0,34 | 0,89 | 2,60 
0,00125 0,91 | 0,97 | 1,08 | 0,97 | 4,51 | 0,74 | 0,91 | 0,51 | 0,94 | 3,12 
0,005 0,98 | 0,99 | 1,22 | 0,96 | 7,56 | 0,75 | 0,79 | 0,51 | 0,84 | 4,79 
0,02 1,08 | 1,24 | 1,24 | 1,15 | 10,29 | 0,64 | 0,75 | 0,18 | 0,84 | 4,68 
0,075 1,09 | 0,89 | 1,42 | 1,38 | 8,37 | 0,78 | 0,97 | 0,17 | 0,78 | 3,94 
0,3 1,02 | 0,7 | 1,23 | 1,34 | 8,65 | 0,62 | 0,71 | 0,2 | 0,79 | 2,1 
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З експериментальних даних видно, що для всіх 
досліджених  кремнеземів, оптимальний діапазон 
концентрацій, який найкраще впливає на життєздатність 
клітин, співпадає і максимум стимулюючої дії припадає 
на концентрацію 0,01%. 

Цей факт узгоджується з результатами досліджень 
БА гідрофільного кремнезему А-300 та його похідних, 
зокрема метилаеросилу, щодо сперматозоїдів биків, які 
проводились раніше за використанням іншого методу 
[19]. Автори [19] таку дію кремнеземів пояснювали 
здатністю ВДК сповільнювати втрату клітинами ряду 


ферментів, які забезпечують запліднення 
сперматозоїдами яйцеклітини, одним з яких є 
гіалуронідаза. 


З іншої сторони в роботі |9| було висунуто 
припущення, що збільшення життєздатності клітин при 
додаванні до нього кремнезему, та матеріалів на основі 
нього, пов'язано зі зміною в'язкості клітинного 
середовища. 

Тому в даній роботі було досліджено зміну в'язкості 
клітинного середовища від концентрації кремнезему в 
ньому. Результати, представлені в таб. 3, показали, що з 
додавання ВДК в'язкість клітинного середовища 
збільшується, але таке мале збільшення, не може суттєво 
вплинути на рух клітин. 


Таблиця 3. 
В'язкість клітинного середовища з додаванням ВДК. п, 


— в'язкість клітинного середовища без кремнезему 


2. о е 
с,» 9 
0,0000 0,019483 1,00000 
0,0004 0,019484 1,000100 
0,0006 0,019614 1,006765 
0,0100 0,019650 1,008598 


При цьому не слід виключати й інші можливі 
пояснення, зокрема, існує можливість того, що при 
певній концентрації ВДК його розвинута поверхня 
структурує водну фазу суспензії, полегшуючи рух 
клітин, які ніби сковзають вздовж приповерхневих 
шарів середовища, що було виявлено в [20], коли при 
кутах розсіяння 90°, 60°, 30°, 15° досліджували рух 
бактерій Ргоеизтита $ в присутності ентеросорбенту 
«СіллардП». Таким чином, повне з'ясування природи 
збільшення активності клітин під дією кремнеземів 
потребує додаткових досліджень. 

г) Дослідження кремнеземів, модифікованих ди- 
та триметилсільними группами з адсорбованим на 
поверхні сорбітом. При додаванні АМД-0,2, 
модифікованого | сорбітом, до середовища з 
сперматозоїдами не привело до суттєвої зміни відсотку 
рухливих клітин та іх  трансляційної швидкості 
порівняно з дією АМД-0,2, при цьому і сумарна енергія 
майже не змінилися (рис.4а). 

Порівняння впливу на сперматозоїди вихідного 
кремнезему АМТ-0,4 та АМТ-0,4, модифікованого 
сорбітом, показало, що у другому випадку за рахунок 
зменшення швидкості і збільшення проценту рухливих 


клітин сумарна енергія клітин в присутності цього 
матеріалу не змінилась в порівнянні з АМТ-0,4 (рис. 46). 
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Рис. 4. Залежність відношення Есум.е./Есум.к. від 
концентрації препарату в середовищі із 


деконсервованою спермою бика. Есум.е./Есум.к.. (П - 
для кремнеземів АМД-0,2 (а), АМТ-0,4 (б), 2 - для цих 
же кремнеземів, модифікованих сорбітом 


Таким чином, адсорбція сорбіту на кремнеземах, 
попередньо модифікованих три- та  диметил- 
сілільними групами, практично не змінює їх БА 
стосовно бичачих сперматозоїдів. 


ВИСНОВКИ 


За допомогою методу фотон-кореляційної 
спектроскопії, було досліджено біологічну активність 
кремнеземів, з гідрофільною поверхнею, та метил 
кремнеземів відносно гамет биків. Встановлено, що 
додавання до середовища з деконсервованою 
спермою биків гідрофільних кремнеземів, збільшує 
життєздатність останніх. При цьому зміна питомої 
поверхні ВДК від 200 до 300 м2/г майже не змінює 
його БА щодо гамет биків. 

Виявлено, що гідрофобізація поверхні кремнезему 
шляхом модифікування його поверхні ди- та 
триметилсілільними групами з невисокою ступінню 
заміщення ОН груп практично не зменшує його БА 
відносно сперматозоїдів биків. ВДК, з високою 
ступінню модифікації, зокрема, АМТ-0,4, частково 
пригнічують життєздатність бичачих сперматозоїдів. 

Додавання до клітинного середовища кремнезему 
з малою ступінню гідрофобізації, з адсорбованим на 
поверхні сорбітом, підвищує активність 
репродуктивних клітин порівняно з контрольним 
середовищем. БА метилкремнеземів, модифікованих 
сорбітом, відносно гамет биків практично не 
Змінюється в порівнянні З БА вихідних 
метилкремнеземів. 
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ИССЛЕДОВАНИЕ БИОЛОГИЧЕСКОЙ АКТИВНОСТИ КРЕМНЕЗЕМОВ, МОДИФИЦИРОВАННЫХ ДИ- И 


ТРИМЕТИЛСИЛИЛЬНЫМИ ГРУППАМИ, А ТАКЖЕ СОРБИТОМ, ПО ОТНОШЕНИЮ К БЫЧЬИМ 
СПЕРМАТОЗОИДАМ МЕТОДОМ ФОТОН-КОРЕЛЯЦИОННОЙ СПЕКТРОСКОПИИ 


Настасиенко Н.С., Кузема П.О., Галаган Н. П., Покровский В.А. 


Сорбит  адсорбирован на поверхности высокодисперсных кремнеземов, ранее модифицированных ди-, и 
триметилсилильными группами. Биологическую активность модифицированных кремнеземов относительно гамет быков 
изучали методом фотон-корреляционной спектроскопии, анализируя параметры движения клеток. Добавление 
гидрофильных кремнеземов А-300 и А-200 к средам с клетками увеличивает их жизнеспособность. Биологическая 
активность частично гидрофобных метилкремнеземов почти не отличается от гидрофильных, за исключением 
кремнеземов с большою степенью замещения поверхностных гидроксильных групп. Адсорбция сорбита на поверхности 
частично гидрофобных кремнеземов существенно не меняет их биологической активности относительно бычьих 
сперматозоидов. 


Ключевые слова: кремнезем, метилкремнезем, сорбит, адсорбция, биологическая активность, бычьи сперматозоиды 
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Розглянуто можливості моделювання катарального риніту у щурів за допомогою інтраназальних інстиляцій різних 
флогогенів, що використовуються у фармакологічній практиці на тлі імуносупресії, індукованої циклофосфаном. Проведена 
термометрія слизової порожнини носа, морфологічний аналіз патологічних змін слизової порожнини носа лабораторних 
тварин 1 дослідження лейкограми периферичної крові, при використанні для індукції локального запалення інтраназальних 
інстиляцій декстрану, каррагінану і серотоніну в різних концентраціях. Оптимальним флогогеном для індукції запалення 


слизової оболонки носа у щурів є 0,1%-ний розчин декстрану. 


Ключові слова: катаральний риніт, моделювання, флогогени. 


ВСТУП 


Запальні захворювання слизової оболонки верхніх 
дихальних шляхів є найпоширенішими серед ЛОР- 
захворювань - симптоми риніту періодично відчу- 
вають біля 40% населення. Хронізація запального 
процесу суттєво ускладнює життя пацієнтів та сприяє 
розвитку супутніх захворювань, зокрема, з боку 
серцево-судинної та імунної систем [1]. В постійному 
пошуку нових способів та засобів лікування 
актуальним є випробування їх на експериментальній 
моделі, де процес хронічного запалення слизової 
оболонки носа відтворено на лабораторних тваринах. 
Така модель повинна відображати процеси, які 
супроводжують  хронізацію запалення слизової 
оболонки носа в клініці, бути доступною, зручною та 
надійною у відтворенні [2]. 

Флогогени хімічної природи (карагінан, 
серотонін, декстран), що використовуються при 
моделюванні запалення у тварин, відповідають цим 
вимогам і не потребують спеціальних умов роботи, як 
різноманітні інфекційні агенти [3,4]. Зважаючи на те, 
що хронічні риніти, зокрема, хронічний катаральний 
риніт (ХКР), призводить до вторинних 
імунодефіцитних станів (чи розгортається на фоні 
існуючого імунодефіциту) [5], при моделюванні цього 
захворювання доцільною є спроба відтворити такий 
стан і у дослідних тварин. Імуносупресія також 
широко використовується при вивченні впливу 
фармакологічних засобів для створення більш 
виразної картини різноманітних патологічних 
процесів [6, 7]. Як фактор, що викликає у щурів 
помірну імуносупресію, може використовуватися 
циклофосфан в дозі 40 мг/кг [8,9], введений 
попередньо до флогогену. 


Тому метою даного фрагменту роботи при 
створенні експериментальної модел ХКР було 
обрання флогогену та визначення його оптимальних 
доз застосування для відтворення місцевого 
запального процесу в слизовій оболонці носа 
дослідних щурів. 


МАТЕРІАЛИ І МЕТОДИ 


Дослідження проведені на 80 щурах №1ѕќаг обох 
статей, вагою 195-250 г. 

Всім дослідним тваринам попередньо робили 
імуносупресію: за добу до першого застосування 
флогогену внутрішньоочеревинно вводили розчин 
циклофосфану, у 0,9 %-вому розчині хлориду натрію, 


концентрацією 20 мг/мл із розрахунку - 40мг 
цитостатика на І кг маси. 
Тварини були розподілені для двох етапів 


експериментів: першочергове завдання полягало в 
з'ясуванні можливості використання декстрану (6%), 
карагінану (1%) та серотоніну (0,005%) в якості 
подразнюючих речовин для відтворення запального 
процесу в слизовій носа в концентраціях, що звичайно 
застосовуються при фармакологічних дослідженнях. 
Цим тваринам протягом двох тижнів три дні поспіль з 
чотириденним інтервалом 1нстилювали у кожний 
носовий хід по 20 мкл відповідного розчину 
флогогену (в 0,9% МаСІ). З досліду тварин виводили 
через тиждень після останнього введення. 

Зважаючи на одержані результати, наступне 
завдання склав підбір зменшених концентрацій 
подразнюючих речовин: розчини флогогенів (0,1% та 
0,01% декстран, 0,1% карагінан) інстилювали щурам у 
кожний носовий хід два рази по 20 мкл (по одному 
закапуванню раз на тиждень). З експерименту тварин 
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виводили через 1 місяць після останнього введення 
подразника. 

Як флогогени застосовували декстран фірми НіиКа 
(Швейцарія) з молекулярною масою 70 000 Да, 
серотоніна креатин сульфатного комплексу 1 НО 
фірми СаІбіосһет (США) з молекулярною масою 
405,4 Да та карагінан російського виробництва. 

На початку досліду та в процесі моделювання 
запалення оглядали тварин, визначаючи стан їх 
носоглотки. Так як підвищення температури є однією 
з класичних ознак запалення, паралельно проводили 
вимірювання загальної (ректально) та локальної 
(слизової оболонки обох носових проходів, з 
визначенням середнього значення) температури за 
допомогою каліброваної термопари. 

Наприкінці досліду визначали основні параметри 
лейкограми периферичної крові дослідних тварин, як 
один з інтегруючих загальних показників стану 
організму: визначали загальну кількість лейкоцитів в 
камері Горяєва, лейкоцитарну формулу підраховували 


шляхом мікроскопії мазків, пофарбованих за 
Паппенгеймом [10]. 
Виявляючи особливості розвитку місцевого 


запального процесу, проводили морфологічний аналіз 
слизової оболонки носа: у дослідних і контрольних 
тварин досліджували  цитоархітектоніку  респіра- 
торного епітелію, особливості стану системи 
мікроциркуляції, функціональну активність келихо- 
подібних клітин 1 залозистих утворень [11,12]. 

Контролем для обох серій досліджень були 
15 щурів, яким проводили імуносупресію, але не 
інстилювали флогогени. 

Статистичну обробку одержаних результатів 
проводили, використовуючи непараметричний 
критерій Ч  Вілкоксона-Манна-Уїтні та парний 
критерій ( Стьюдента [13]. 


РЕЗУЛЬТАТИ ТА ЇХ ОБГОВОРЕННЯ 


Під час огляду тварин виявлено, що інстиляції у 
ніс 6 %-вого розчинів декстрану, 1 %-вого розчину 
карагінану або 0,005 %-вого розчину серотоніну 
спричинюють значне утруднення носового дихання, 
гіперемію слизової оболонки носа, появу на ній слизу 
та підвищення загальної температури тіла в 
середньому на 3,09, 

За даними гематологічних досліджень (табл. 1), у 
шурів, яким закапували розчини 6 %-вого декстрану, 
1%-вого | карагінану та 0,005% серотоніну 
спостерігається достовірне (Ри< 0,05) зростання 
абсолютної кількості сегментоядерних нейтрофільних 
гранулоцитів, приріст абсолютного вмісту 
еозинофілів при застосуванні декстрану та карагінану, 
значне збільшення вмісту моноцитів при 
використанні 1% карагінану, деяке збільшення 
(Ру? 0,05) загальної кількості лейкоцитів крові. 


Зростання кількості еозинофілів у крові під 
впливом декстрану та карагінану може бути пов'язане 
з розвитком сенсибілізації тварин до цих препаратів, 
або з поширенням та поглибленням запального 
процесу [14]. Тому для відтворення катарального 
запалення слизової носа бажано послабити антигенне 
навантаження шляхом зниження дози введенного 
флогогену, застосовувуючи менші концентрації, ніж 
ті, що використовуються при індукції запалення у 
задній кінцівці дрібних лабораторних тварин. Про це 
свідчать результати і морфологічних досліджень. 

Порівняно з контролем (рис. 1), морфологічний 
аналіз слизової оболонки порожнини носа щурів, 
яким  ендоназально наносили 6%-вий розчин 
декстрану, виявив значну кількість слизового секрету 
на поверхні миготливого епітелію, порушення 
анізотропності, гіперфункцію епітеліальних тканин, 
гіперемію дрібних кровоносних судин, тучноклітинну 
реакцію в більш глибоких шарах слизової оболонки. 
(рис. 2). 

У тварин, яким проводили ендоназальні інстиляції 
1%-вого розчину карагінану, на поверхні епітелію 
фіксувалась значна кількість слизових скупчень, 
виявлялись гіперфункція та дегенерація великої 
кількості келихоподібних клітин, базальна мембрана 
була суттєво потовщена. Значні зміни виникали в 
структурі залозистих утворень: різкі розширення 
просвітів, дегенерація клітин залозистого епітелію. 
Вогнищево спостерігались тучні клітини, деякі з них 
знаходились на різних стадіях дегрануляції.Серед 
структур власного шару розвивались дрібні та 
поширені крововиливи на фоні дифузної гіперемії 
(рис. 3). 

Нанесення щурам на слизову оболонку носової 
порожнини 0,005 %-вого розчину серотоніну 
супроводжувалось посиленою секрецією 
келихоподібних клітин та залозистих утворень, без 
змін їх структурної характеристики. Визначалось 
значне підвищення проникності дрібних кровоносних 
судин, потовщення слизової оболонки та вогнищевий 
розвиток обмежених крововиливів (рис. 4). 

Клінічне обстеження тварин, яким ендоназально 
вводили зменшені концентрації флогогенів (0,1% та 
0,01% декстран, 0,1% карагінан) показало, що через 
1 місяць після останньої інстиляції флогогенів у щурів 
цих груп виявлялись зовнішні ознаки риніту, які 
супроводжувались підвищенням (в середньому, на 
2,5°С), відносно вихідних значень, як локальної 
температури слизової оболонки носа, так і загальної 
температури (табл.2). 

Зменшен дози подразнюючих речовин не 
спричинювали достовірних змін у лейкоцитарному 
складі крові (табл. 3), що, на наш погляд, може 
розглядатись як ознака того, що запалення носить 
локальний характер. 

Патологічні зміни в слизовій оболонці носа 
тварин цих дослідних груп визначають 1 
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Таблиця 1. 


Лейкоцитарний склад крові щурів з експериментальним ринітом на тлі індукованого імунодефіциту при 
застосуванні розчинів флогогенів у концентраціях, загальноприйнятих при проведенні фармакологічних 
досліджень протизапальної дії препаратів 


Дослідні групи 
Тварини з експериментальним ринітом 
Контрольна 6 %-вий розчин 1 %-вий розчин 0,005 %-вий 
Показник група декстрану карагінану розчин 
серотоніну 
СЗ (МК) СЗ (МК) СЗ (МК) СЗ (МК) 
п-15 п-6 п-6 п=6 
Загальний вміст 8,10 11,17 10,27 8,93 
лейкоцитів, 
- 10° кл/л 3,30-13,70 8,80-13,60 10,00-10,60 8,00-9,40 
Паличкоядерні 0,13 0,15 0,19 0,24 
нейтрофільні 
гранулоцити, · 10° 0-0,29 0,13-0,17 0-0,37 0,12-0,42 
кл/л 
Сегментоядерні 2,27 5,04" 3,34" 3,71 
нейтрофільні 
гранулоцити, · 10° 1,01-3,78 3,39-8,30 3,11-3,71 3,08-4,61 
кл/л 
Еозинофільні 0,37 0,89" 0,93” 0,75 
гранулоцити, 
10? кл/л 0,09-0,90 0,34-1,28 0,50-1,64 0,08-1,22 
Моноцити, 0,20 0,34 0,717 0,33 
10? кл/л 
0-0,73 0,09-0,61 0,51-1,05 0,08-0,66 
Лімфоцити,: 10° 5,12 4,75 4,98 3,91 
кл/л 
2,26-9,52 4,14-5,88 4,29-5,71 3,43-4,64 
Великі 0,08 0,12 0,05 0,07 
грануловмісні 
лімфоцити, 0-0,45 0-0,22 0-0,15 0,05-0,09 
- 10? кл/л 


В 3 є А ж р р А 2 
Примітки: 1. СЗ - середнє значення; 2. МК - межі коливань; 3. п - кількість тварин; 4. - достовірність розбіжностей 


відносно контролю ри < 0,05. 


Таблиця 2. 
Вплив дворазової інстиляції розчинів різних флогогенів у зменшених концентраціях на загальну температуру 


та температуру слизової оболонки носа у щурів через 1 міс після індукції риніту. 


0,01 %-вий 0,1 %-вий 0,1 %-вий 
розчин розчин розчин 
Розчин флогогену декстрану декстрану карагінану 
СЗ (МК) СЗ (МК) СЗ (МК) 
п-7 п=8 п-7 
Загальна С (початокдосліду) 32,6 32,1 32,4 
31,0-34,0 30,8-33,2 30,2-33,8 
Загальна С 34,7 348 35,0” 
(наприкінці досліду) 31,0-36,0 34,2-35,6 33,0-36,8 
Температура СО 29,9 28,2 28,7 
носа (початок досліду) 26,8-33,8 26,0-31,6 26,1-30,2 
Температура СО ЕА 31,9" 31,0 
носа (наприкінці досліду) 29,8-34,2 30,8-33,1 30,0-33,4 


Примітки: 1. СЗ - середнє значення; 2. МК - межі коливань; 3. п - кількість дослідних тварин; 
ж Е А А > 
4. -достовірність розбіжностей з вихідними даними, рџ< 0,05. 
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Таблиця 3. 
Лейкоцитарний склад крові щурів з експериментальним ринітом, обумовленим дією флогогенів у зменшених 
концентраціях 
Дослідні групи 
Показник Контрольна група Тварини з ринітом, обумовленим різними флогогенами, 
0,01 %-вий розчин 0,1 %-вий 0,1 %-вий 
декстрану розчин розчин 
декстрану карагінану 
СЗ (МК) СЗ (МК) СЗ (МК) СЗ (МК) 
п-15 п-10 п-10 №=9 
Загальний вміст 8,10 7,38 7,97 7,23 
лейкоцитів, 
10? кл/л 3,30-13,70 4,00-9,70 4,60-15,00 4,80-10,30 
Паличкоядерні 0,13 0,11 0,13 0,12 
нейтрофільні 
гранулоцити, 0-0,29 0-0,24 0,02-0,39 0-0,23 
10? кл/л 
Сегментоядерні 2,27 2,18 2,57 2,27 
нейтрофільні 
гранулоцити, 1,01-3,78 0,94-3,40 1,10-7,58 1,29-3,67 
10? кл/л 
Еозинофільні 0,37 0,49 0,34 0,34 
гранулоцити, 
10? кл/л 0,09-0,90 0,08-0,79 0,09-0,62 0,19-0,58 
Моноцити, 10? кл/л 0,20 0,20 0,21 0,22 
0-0, 73 0,04-0,44 0,03-0,52 0,10-0,46 
Лімфоцити, 10” кл/л 8212 4,51 4,80 4,26 
2,26-9,52 2,22-6,05 2,83-7,67 2,59-6,23 
Великі грануловмісні 0,08 0,12 0,04 0,14 
лімфоцити, 
10” кл/л 0-0,45 0-0,32 0-0,16 0,02-0,33 


є . Қ А ж Д У з РК 
Примітки: 1. СЗ - середнє значення; 2. МК - межі коливань; 3. п - кількість тварин; 4. - достовірність розбіжностей 
відносно контролю ру < 0,05. 


Рис. 1. Фрагмент препарату слизової оболонки порожнини носа контрольного щура. 
Поверхневий війчастий епітелій з помірно активованими келихоподібними клітинами. Субепітеліально волокниста сполучна 
тканина, дрібні кровоносні судини та часточки ацинарних відділів слизових залоз. Фарбування гематоксилин-еозином. 


Мікрофото. Зб. 200. 
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Рис. 2. Фрагмент препарату слизової оболонки порожнини носа щура з індукованим імунодефіцитом, якому ендоназально 
наносили 6% розчин декстрану. 

Порушення анізотропності клітин війчастого епітелію, наявність слизового секрету на його поверхні. Значна кількість 
еозинофілів в розширеному просвіті кровоносної судини. Фарбування гематоксилин-еозином. Мікрофото. Зб. 250. 


Рис. 3. Фрагмент препарату слизової оболонки порожнини носа щура з індукованим імунодефіцитом, якому ендоназально 
наносили 1% розчин карагінану. 

Велика кількість слизового секрету на поверхні епітелію, дегенеративні зміни келихоподібних клітиин, різко розширені 
просвіти вивідних протоків з наявністю слизового вмісту, зліва - крововилив. Фарбування гематоксилин-еозином. 
Мікрофото. Зб. 250. 


Рис. 4. Фрагмент препарату слизової оболонки порожнини носа щура з індукованим імунодефіцитом, якому ендоназально 
наносили 0,005% розчин серотоніну. 

Розширені келихоподібні клітини. Дифузний периваскулярний набряк. Крововилив у власному шарі слизової оболонки. 
Ацинарні відділи залозистих часточок. Фарбування гематоксилин-еозином. Мікрофото. Зб. 250. 
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Рис. 5. Фрагмент препарату слизової оболонки порожнини носа щура з індукованим імунодефіцитом, якому ендоназально 


наносили 0,1% розчин декстрану. 


Склеювання війок на поверхні епітелію, зміна анізотропності епітеліальних тканин. Гіперемія кровоносних судин власного 
шару, пристінковий стаз. Помірний периваскулярний набряк, клітини інфільтрата та помірна активація залозистих утворень. 


Фарбування гематоксилин-еозином. Мікрофото. Зб. 200. 


морфологічно характеризують наявність катарального 
риніту. Найбільш чіткими ці зміни були у щурів, яким 
інстилювали 0,1 %-вий розчин декстрану: 
спостерігалось суттєве потовщення слизової оболонки 
на всьому її протязі, в 2-3 рази більше, ніж у тварин 
контрольної групи. В частині клітин миготливого 
епітелію розвивались дистрофічні зміни, які 
супроводжувались набряком та склеюванням війок, 
що свідчить про зменшення рухливості останніх. 
Подекуди відмічалась активація келихоподібних 
клітин та виявлялись порушення типової 
анізотропності епітелію, внаслідок інфільтрації його 
структур. Субепітеліально та серед компонентів 
власного шару слизової оболонки знаходились дрібні 
кровоносні судини із розширеними просвітами. У 
деяких з них спостерігався пристінковий стаз 
форменних елементів крові. Місцями розвивався 
помірний периваскулярний набряк в зоні якого 
знаходились клітини інфільтрата, що виявлялись 
також поблизу ацинарних відділів слизових залоз. 
В просвітах залозистих утворень та їх вивідних 
протоках визначалась значна кількість слизового 
секрету (рис. 5). 

Сумарна оцінка візуальних спостережень, 
гематологічного та морфологічного аналізу дозволяє 
остаточно визначитися з вибором флогогену для 
подальшого моделювання хронічного катарального 
риніту на користь декстрану в 0,1% концентрації — 
зміни слизової виразні, наявні типов: ознаки 
катарального запалення [15], але, в той самий час, 
відтворене запалення має локальний характер. 


ВИСНОВКИ 


1. Для індукції запалення слизової оболонки носа 
у щурів концентрацію розчинів флогогенів, що 
інстилюються у ніс тваринам, необхідно зменшувати, 
порівняно із загальновживаною при фармакологічних 
дослідженнях. 

2. Найбільш адекватним подразником при 
відтворенні експериментального катарального риніту 
є 0,1 %-вий розчин декстрану з молекулярною масою 
70 000 Да. 

3. Для відтворення в слизовій облонці носової 
порожнини щурів запалення, яке за морфологічними 
ознаками | адекватне катаральному риніту 1 
зберігається протягом 1 міс після його індукції, 
необхідно через добу після введення тваринам 
циклофосфану, два рази з інтервалом один тиждень 
проводити  інтраназальну  інстиляцію 0,1%-вого 
розчину декстрану по 20 мкл у обидва носових ходи. 
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ВЫБОР ОПТИМАЛЬНОГО ФЛОГОГЕНА ПРИ СОЗДАНИИ МОДЕЛИ ХРОНИЧЕСКОГО КАТАРАЛЬНОГО 
РИНИТА У КРЫС 


Тимченко М.Д. 


Рассмотрены возможности моделирования катарального ринита у крыс с помощью интраназальных инстилляций 
различных флогогенов, использующихся в фармакологической практике, на фоне иммуносупрессии, индуцированной 
циклофосфаном. Проведена термометрия слизистой полости носа, морфологический анализ патологических изменений 
слизистой полости носа лабораторных животных и исследования лейкограммы периферической крови при использовании 
для индукции локального воспаления интраназальных инстилляций декстрана, каррагинана и серотонина в различных 
концентрациях. Оптимальным флогогеном для индукции воспаления слизистой оболочки носа у крыс является 0,1 %-ный 
раствор декстрана. 


Ключевые слова: катаральный ринит, моделирование, флогогены. 
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В огляді представлено результати досліджень по використанню нанопрепаратів та нанотехнологій в сучасному сільському 
господарстві. Особливу вагу сконцентрована на токсичності та не токсичності нанопрепаратів, залежно від природи 
походження. Розглянуто роль нанопрепаратів У підвищенні врожайності основних сільськогосподарських культур. 
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Для розвитку нанотехнології непростим завданням є 
отримання  нанобіоматеріалів, які б максимально 
засвоювались живими організмами та були екологічно 
безпечними. Та лише за таких умов наноматеріали 
можна кваліфікувати як функціональні 
нанобіоматеріали. У випадку їх практичного 
застосування у сільському господарстві (рослинництві, 
тваринництві) завдання ще більше ускладнюється, 
оскільки ці матеріали повинні отримуватись у 
відповідних масштабах при доступній вартості [1, 2]. 

Відомо, що мікроелементи в рослинах беруть 
участь у окисно-відновних процесах, каталізі та 
синтезі на атомарному рівні. Інколи достатньо дії 
лише мікромолярних концентрацій іонів металів для 
нормального функціонування рослини. В свою чергу 
незначний надлишок даного металу може викликати 
токсичне отруєння рослинного організму. Тому при 
вивченні особливостей дії наноматеріалів, необхідно, 
перш за все, відпрацювати методи аналізу їх вмісту в 
природних об'єктах. На другому етапі, слід отримати 
такі форми мікродобрив, що можуть повністю 
поглинатися рослиною, не забруднюючи навколишнє 
середовище і не завдаючи шкоди живим організмам 1 
людині. 

Використання нанопрепаратів в сільському 
господарстві. На сьогодні в нашій країні розроблені 
функціональні нанобіоматеріали, що є комплексними 
сполуками, в яких у ролі комплексоутворювача 
виступають наночастинки мікроелементів, електрично 
заряджені зі знаком «мінус». Можливість отримання 
саме таких наночастинок дає ерозійно-вибухова 
нанотехнологія [1], що базується на новому 
фізичному ефекті в галузі концентрації високих 
енергій [3]. 

Встановлено, що при зменшенні розмірів частинок 
до 100-10 нанометрів 1 менше істотно змінюються 
механічні, каталітичні, адсорбційні та інші 
властивості матеріалів, оскільки поведінка 


наночастинок підпорядковується законам квантової 
механіки [4]. В нашій країні проводять дослідження зі 
створення плівок металів 1 сплавів (1,5-100 нм) 
методом конденсації у вакуумі на різних підкладках 
шляхом використання зондової скануючої мікроскопії 
та електронографії [5]. 

Суспензіями нанокристалічних порошків металів 
проводять передпосівну обробку насіння та саджанців 
буряків, картоплі, пшениці. Збільшення врожаю в 
результаті застосування такого прийому становить 20- 
35% [6]. 

Одночасно відзначається підвищення адаптації 
рослин до стресових умов і поліпшується якість 
сільськогосподарської | продукції. Нанотехнології 
застосовуються для обробки соняшнику, тютюну 1 
картоплі після збирання їх урожаю, при зберіганні 
яблук в регульованих умовах, та при озонуванні 
повітряного середовища [5, 6]. 

Наночастинки впливають на біологічні об'єкти на 
клітинному рівні, підвищуючи ефективність 
протікання процесів у рослинах, а також, беручи 
участь у формуванні мікроелементного балансу, тобто 
є біоактивними. Отримані варіанти наноформ таких 
металів як мідь, цинк 1 залізо, на відміну від їх солей, 
потенційно менш токсичні (наноформи міді-в 7 раз, 
наноформи цинку - в 30, а наноформи заліза - в 40 
разів порівняно з їх сірчанокислими солями) [7]. Вони 
вживаються поступово, їх іонні форми швидко 
включаються в біохімічні реакції [8]. Таким чином, 
досягається пролонгуючий ефект живлення рослин з 
величезної питомої поверхні (сотні квадратних метрів 
на І грам речовини), що містить безліч джерел, 
оточених оболонкою іонів. Препарати вносяться в 
мікродозах і не забруднюють середовище. 

Наночастинки, беручи участь у процесах переносу 
електронів, посилюють дію ферментів, перетворюють 
нітрати в амонійний азот, інтенсифікують дихання 
клітин, фотосинтез, синтез ферментів та амінокислот, 
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вуглеводний 1 азотний обмін, 1 як наслідок 
безпосередньо впливають на мінеральне живлення 
рослин [9]. Маючи високу рухливість, вони 
взаємодіють один з одним 1 можуть конгломерувати 
на поверхні рослин, регулюючи цільові ефекти. Так, 
наночастинки міді, заліза, цинку характеризуються 
бактерицидними властивостями Й можуть 
доповнювати 1 підсилювати дію традиційних засобів 
захисту рослин. Їх дія заснована на тому, що в умовах 
грунту вони поступово окиснюються, створюють на 
поверхні насіння умови, несприятливі для 
проживання патогенної мікрофлори. При цьому 
ушкоджуються (на відміну від рослин і живих істот) 
енергоємні оболонки клітин бактерій, що позбавляє 
бактеріальні клітини захисних функцій і доступу 
кисню (в результаті інгібування ферментів дихальної 
ланцюга). Активним  знешкоджувачем патогенної 
мікрофлори є наночастинки срібла, що знайшли в 
цьому напрямку широке комерційне застосування. 
Діючі дози срібла не замінюють, а доповнюють 
існуючий агрофон. 

Таким чином, питання захисту рослин доцільно 
розглядати в контексті сумісного застосування в 
бакових сумішах наночастинок біогенних елементів 1 
зменшених доз отрутохімікатів. | Розширюючи 
асортимент хімічних елементів, з яких формуються 


наночастинки, можна уповільнювати процеси 
адаптації шкідників до отрутохімікатів, а також 
вибірково впливати на популяції, стійкі до 


традиційних схем захисту рослин. 

Іншим перспективним напрямом є збагачення 
через рослинну сировину продуктів харчування, 
комбікормів, медичних та ветеринарних препаратів 
селеном, йодом, германієм, кремнієм, кальцієм та 


іншими елементами в біологічно активних 
наноформах [10]. У рослинництві застосування 
нанопрепаратів суміщених з бактеріоропсином, 


забезпечує зростання врожайності в 1,5-2 рази та 
підвищення стійкості до несприятливих погодних 
умов майже всіх продовольчих (картопля, зернові, 
овочеві, плодовоягідних) та технічних (бавовна, льон) 
культур. 

Сучасні уявлення про дію наночастинок на 
живі організми. На думку багатьох експертів в ХХІ 
столітті нанотехнології будуть активно розвиватись. 
Під терміном «нанотехнологія» розуміють сукупність 
методів 1 прийомів, що забезпечують створення 
об'єктів з компонентами розміром менше 100 нм. Ці 
об'єкти мають принципово нові якості і можуть 
об'єднуватися у функціонуючі системи 
макромасштабу [11]. Так, наночастинки золота мають 
червоний колір, а не жовтий, звичний для нас. 
Наночастинки підпорядковані законам квантової 
механіки, а не класичної, ньютонівської. Структура 
наночастинок залежить від способу їх одержання 
(технологія електроерозійна, вибухова, випаровування 
і конденсації тощо), тому вони можуть бути як 
електронейтральні, так і заряджені, як у вигляді 
суспензії, так 1 у колоїдному стані. Структура 
наночастинок може бути ланцюгова, у вигляд! 
нанотрубок або сфероїдів, на кшталт фулеренових 
сфер вуглецю С60. 


Інститут електрозварювання ім. Є.О.Патона НАН 
України методом випаровування і конденсації 
парової фази металів одержує пористі, багатошарові 
багатофазні структури наночастинок металів та їх 
оксидів. Таким чином, основна особливість 1 перевага 
наночастинок в їх малому розмірі та в надзвичайно 
великій питомій поверхні. | г наночастинок заліза має 
вільну поверхню 32 м’, що прискорює швидкість 
реакцій до вибуху [12]. Тому наночастинки 
використовують не в ізольованому вигляді, а у 
вигляді, наприклад, аквахелатів, тобто комплексів 
наночастинок з молекулами води, які оточують 
наночастинку. Стійкість комплексу забезпечується 
кулонівськими силами між зарядженими частинками 
металу 1 диполями води. Гідратна оболонка 
попереджує агломерацію частинок 1 випадіння їх в 
осад. 

Вчені Томського політехнічного університету [13] 
більш детально вивчали біологічну активність 
нанопорошків металів, одержаних електричним 
вибухом в аргоні. Порошки диспергували у 
фізіологічному розчині МаСі, готували розчини 
концентрацією 5 г/л 1 дозували їх введення в черевну 
порожнину мишей в кількості від 25 до 500 мг/кг 
живої маси. Найбільш токсичним виявився порошок 
міді (ЛД100 = 25-125 мг/кг), за ним - порошок срібла, 
а нанопорошок заліза не призвів до загибелі жодної 
тварини у всьому діапазоні концентрацій. Найбільша 
антибактеріальна активність виявилася У 
нанопорошка срібла, майже така ж - у міді. Додавання 
нанопорошку заліза до пивного сусла збільшувало 
активність дріжджів від 19 до 25 %. Важливо, що 
нанопорошок заліза розчиняється в біологічних 
середовищах. Препарати з нанопорошками Ее 1 Си в 
1,5 рази прискорювали процес ранозаживлення 1 
лікування опіків у сільськогосподарських тварин [14]. 

Протиріччя між результатами досліджень дії 
нанопорошків на живі організми полягають в тому, 
що одні дослідження свідчать про не токсичність 
нанопорошків, а інші - навпаки, пояснюють їх 
токсичність різною структурою та різними 
технологіями отримання [15]. В першому випадку це 
можуть бути аквахелати, а в другому - це іони 
металів, їх окиси, що ведуть себе як солі. 

Аквахелати цікаві тим, шо вода в гідратних 


оболонках може  заміщуватися з молекулами 
карбонових кислот або білків рослинного чи 
тваринного походження. Це дає можливість їм 
проникати через мембрани клітин 1 там 
«розкриватися», що забезпечує біологічну 
ефективність та екологічну чистоту. Багато авторів 
[15, 16] відмічають біологічну активність 


наночастинок в стимулюванні росту рослин, в 
підвищенні врожайності на 25-50%, в збільшенні 
частки незамінних амінокислот в сирому протеїні. 


Спеціалісти компанії «Наноматеріали 1 
нанотехнології» (Київ) разом зі спеціалістами 
компанії «АМАКО» [17] проводили виробничу 


перевірку методу обробки насіння ярової пшениці 


комплексом мікроелементів (металів) В 
нанорозмірному вигляді на площі 40 га ДП 
«Агросвіт» Богзнянського району Черніговської 
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області. Як результат було отримано прибавку 
врожаю в розмірі 30%. При цьому пропонується не 
обмежуюватись обробкою насіння нанопрепаратами 
тільки перед сівбою, а вважають, що препарати 
можуть бути фунгіцидами, стимуляторами росту та 
фоліарами. В якості фунгіцидів насіння 
протравлюють препаратами проти мікроорганізмів 
твердої головні, стеблової іржі жита, пильної головні 
проса, проти мікроорганізмів на зародку (пильна 
головня пшениці і ячменю), а також проти хвороб, що 
є в грунті (пліснявіння насіння кукурудзи, фузаріози 1 
кореневе загнивання зерна) | Вважають, що 
нанопротруювачі нетоксичні для рослин і людей та не 
потребують точного дозування. 

В якості фоліарів наномікродобрива проникають 
через листкову поверхню при некореневих 
підкормках, а в подальшому 1 в клітини рослин. 
Наночастинки менші за розмірами від іонів солей, 
тому результат одержують через 2 години замість 6-8 
годин від звичайного фоліара. 

Вважають, що наночастинки магнію стимулює 
фотосинтез рослин, а наночастинки заліза прискорює 
ріст рослин [17]. Особливо відмічається біологічна 
активність органічних сполук кремнію — силатранів 
[18]. Відсутність в них токсичного ефекту на живі 
організми, легка біодеградація в воді, грунті та 
організмах рослин 1 тварин дозволяє рекомендувати їх 
в якості екологічно безпечних засобів захисту рослин. 
Використання кремнійорганічних біостимуляторів в 
рослинництві дозволяє підвищити холодостійкість, 
стійкість до жари 1 засухи, дозволяє опиратись 
стресовим погодним умовам, підсилює захисні сили 
рослин при хворобах і проти шкідників, а також 
зменшує пригнічуючу дію хімічних реагентів при 
комплексній обробці рослин [18]. 

За результатами багаторічних досліджень впливу 
кремнійорганічних препаратів на рослинні організми 
Держкомісією Російської Федерації було дозволено 
використання їх композиції на полімерній основі для 
передпосівної обробки в фазі вегетації для 
зернобобових, круп'яних, технічних та 
плодовоягідних культур. Використання в захищеному 
грунті світлотрансформуючої наноплівки, розробленої 
в НДІ «Платан» дозволило збільшити врожайність 
овочевих культур в 1,5 рази та прискорити 1х 
дозрівання [19]. 

З приведених матеріалів видно, що нанотехнолгії 
та наноматеріали широко впроваджуються в біології, 
медицині, фармакології та інших сферах діяльності 
людини. В той же час слід відмітити недостатню 
кількість досліджень на молекулярному рівні для 
з'ясування механізмів дії нанопродуктів. Як результат 
- протиріччя у висновках. Під готові результати 
дослідів намагаються сформувати теорію, механізми 
дії наночастинок, виходячи з класичних уявлень. 

Наука починається з визначень основних понять, 
термінів. В даному випадку знання про наносвіт ще не 
є наукою, йде накопичення кількості розрізнених 
результатів експериментів. Як було показано, немає 
чітких визначень структури наночастинок, 1, як 
наслідок, відсутність розуміння механізмів їх дії. Для 


класифікації наночастинок недостатньо розвинуте 
приладобудування та методологія. 

В Інституті біоколоїдної хімії НАН України [20] 
вчені вивчали дію наносистем на біомембрани, 
оскільки за їх допомоги відбуваються більшість 
життєво важливих функцій клітини, зокрема, зв'язок з 
зовнішнім середовищем.  Досліджувався вплив 
токсичної дії важких металів на формування патології 
біологічних мембран бактерій. Токсична дія металів 
полягає в інактивації деяких ферментів, як 
відповідають за зв'язок з зовнішнім середовищем 
клітини (АТФаза, що визначає трансмембранний 
потенціал). Патологічний вплив надлишкової дози 
важких металів на мікробну клітину дозволяє 
використовувати бактерії в якості біосенсорів. 

Недостатність знань про властивості наночастинок 
приводить не тільки до зменшення областей, в яких 
можливе їх використання, а і до некоректної оцінки 
ризиків, які вони несуть для рослинного, тваринного 1 
людського організму. Нові дослідження [20], 
проведені неурядовою організацією «Друзі Землі» в 
Австралії, Європі та США, фіксують швидке 
розповсюдження та підвищенний ризик від вживання 
продуктів харчової промисловості 1 сільського 
господарства, виготовлених з використанням 
нанотехнологій. Ця публікація підкреслює 
необхідність регуляторних механізмів, введення 
правил техніки безпеки у відношенні нанотехнологій 
для захисту суспільства 1 навколишнього середовища. 
Вже тепер на ринку представлено від 150 до 600 видів 
нанопродукції і від 400 до 500 видів наноупаковок для 
харчових продуктів. 

Вивчення позитивних сторін нанотехнологій 
проходить паралельно з оцінкою і попередженням 
ризиків від їх використання. Російська Федерація [15] 
затвердила Концепцію токсикологічних досліджень, 
методології оцінки ризиків, методів ідентифікації 1 
кількісного визначення наноматеріалів. В ній 
виділено особливості нанопродуктів, їх можливий 
вплив на організми 1 необхідність нормування цього 
впливу. Після визначення допустимих концентрацій 
наночастинок в повітрі, продуктах, навколишньому 
середовищі ризик від них буде не вищим ніж від 
токсинів, ГМО та інших шкідливих факторів. 

Незважаючи на ризики, впровадження 
нанотехнологій йде широким фронтом у всіх галузях 


техніки, матеріалознавства та сільському 
господарстві. З кожним роком збільшується 
фінансування робіт по даній тематиці та 


розширюється міжнародне співробітництво в цьому 
напрямі. 
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НАНОТЕХНОЛОГИИ В СОВРЕМЕННОМ СЕЛЬСКОМ ХОЗЯЙСТВЕ 


Ситар О.В., Новицькая Н.В., Таран Н.Ю., Каленськая С.М., Ганчурин В.В. 


В обзоре представлены результаты исследований по использованию нанопрепаратов и нанотехнологий в современном 
сельском хозяйстве. Особенное внимание сконцентрировано на токсичности и не токсичности нанопрепаратов, в 
зависимости от природы их происхождения. Рассмотрена роль нанопрепаратов в повышении урожайности основных 
сельскохозяйственных культур. 
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